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Meinen Eltern
Stufen
Wie jede Blüte welkt und jede Jugend
Dem Alter weicht, blüht jede Lebensstufe,
Blüht jede Weisheit auch und jede Tugend
Zu ihrer Zeit und darf nicht ewig dauern.
Es muss das Herz bei jedem Lebensrufe
Bereit zum Abschied sein und Neubeginne,
Um sich in Tapferkeit und ohne Trauern
In andre, neue Bindungen zu geben.
Und jedem Anfang wohnt ein Zauber inne,
Der uns beschützt und der uns hilft, zu leben.
Wir sollen heiter Raum um Raum durchschreiten,
An keinem wie an einer Heimat hängen,
Der Weltgeist will nicht fesseln uns und engen,
Er will uns Stuf' um Stufe heben, weiten.
Kaum sind wir heimisch einem Lebenskreise
Und traulich eingewohnt, so droht Erschlaffen,
Nur wer bereit zu Aufbruch ist und Reise,
Mag lähmender Gewöhnung sich entraffen.
Es wird vielleicht auch noch die Todesstunde
Uns neuen Räumen jung entgegen senden,
Des Lebens Ruf an uns wird niemals enden...
Wohlan denn, Herz, nimm Abschied und gesunde!H. Hesse
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1ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS:
CBF: cerebraler Blutfluss
CCT: Schädel Computertomographie
CPP: cerebraler Perfusionsdruck = MAP-ICP
DBP: diastolischer Blutdruck
GCS: Glasgow Coma Scale
ICP: intrakranieller Druck
LDF: Laser Doppler Flussmessung
MAP: arterieller Mitteldruck
Mesor: Midline estimating statistic of rhythm = 24h-Mittel der angepassten Kurve
ptiO2: Sauerstoffpartialdruck im Gewebe
SBP: systolischer Blutdruck
SDR: Sprague-Dawley Ratten
SEM: Standardfehler des Mittelwerts
SHT: Schädel-Hirn-Trauma
TGR: transgene hypertensive (mRen2)27 Ratten
21. EINLEITUNG
1.1. PHYSIOLOGISCHE RHYTHMEN
Schon seit langer Zeit ist bekannt, dass Lebensvorgänge von Pflanzen und Tieren
periodische Veränderungen zeigen. Schon vor knapp 300 Jahren erkannte man,
dass eine im Dunkeln gehaltene Mimose weiterhin sich morgens öffnet und abends
sich schließt (Mairan 1729: zitiert nach (Kraft u. Martin 1995)). Erst Mitte des letzten
Jahrhunderts wurde begonnen, grundlegende Experimente zur Untersuchung
periodischer Lebensvorgänge insbesondere bei Tieren durchzuführen (Aschoff 1952;
Pittendrigh 1960). Die gefundenen Rhythmen wurden nach ihrer Periodenlänge in
infradiane (>28h), circadiane (um 24h) und ultradiane (<24h) Rhythmen eingeteilt. Zu
den infradianen Rhythmen zählen unter anderem 1 Jahr dauernde (annuale)
Rhythmen wie der Winterschlaf verschiedener Tierarten, aber auch der 28 Tage
dauernde Ovarialzyklus der Frau. Beispiele für ultradiane Rhythmen zeigen unter
anderem die Schlafintensität (Nielsen 2004) oder auch die Hormonsekretion von
Prolaktin (Corrada et al. 2003) wie auch die etwa 20-minütige pulsatile Freisetzung
des Gonadotropin-releasing Hormons GnRH (Lewy et al. 2001). Für die Existenz von
durch „innere Uhren“ gesteuerte circadiane Rhythmen sprechen Beobachtungen,
nach denen auch nach Ausschalten externer Zeitgeber und damit im “Freilauf“ bei
Tieren ein endogener Rhythmus mit einer Periodenlänge zwischen 20 und 28h
erhalten bleibt (Aschoff 1960; Honma u. Hiroshige 1978). Dabei muss eine mögliche
Veränderung von Rhythmen durch zufällige oder nichtzufällige Umweltstimuli
berücksichtigt werden, wobei die Veränderung nur über die Dauer des Stimulus
besteht, also keine Langzeitveränderung eines endogenen Rhythmus nach
Beendigung des Stimulus eintritt (Mrosovsky 1999). Ein Beispiel für diesen „Masking“
genannten Effekt ist die Erhöhung der Körpertemperatur während eines heißen
Bades.
Den größten Einfluss auf alle Lebewesen übt aber der durch die Erdrotation
vorgegebene 24h-Rhythmus aus. Dadurch werden nicht nur der Wechsel von Ruhe
zu Aktivität, sondern praktisch alle Lebensvorgänge mitbestimmt. Auch beim
Menschen werden circadiane Rhythmen unter Ausschalten externer Zeitgeber
gefunden (Wever 1971). Man führt dies auf das Wirken von autonomen Strukturen,
3sog. „innere Uhren“ oder „Schrittmacher“ zurück. Hierbei wird der hypothalamische
Nucleus suprachiasmaticus (SCN) als Hauptschrittmacher angegeben (Murphy u.
Campbell 1996). Es hat sich gezeigt, dass im Freilauf die Periodenlänge etwas über
24 Stunden liegt. Dies könnte die Ursache dafür sein, dass die vorübergehende
Verlängerung der 24-Stunden-Periodik, wie sie bei Reisen über mehrere Zeitzonen
nach Westen erforderlich ist, leichter vonstatten geht als eine Verkürzung unter 24
Stunden bei Reisen nach Osten.
Bis vor wenigen Jahrzehnten wurde diskutiert, ob der Wechsel von Hell und Dunkel
wirklich den Gang der inneren Taktgeber bestimmen könne. Man hatte nämlich
beobachtet, dass die innere Uhr von Blinden weitgehend synchron mit der aller
anderen Menschen läuft. In den sechziger Jahren machte man jedoch eine
überraschende Entdeckung: Blinde Menschen, die aus kosmetischen Gründen für
ihre scheinbar funktionslos gewordenen Augen Glaskörper erhielten, verloren ihren
gewohnten Tagesrhythmus. Sie behielten zwar weitgehend einen normalen Wechsel
von Schlaf- und Wachphasen bei, insgesamt wurde ihr Tag meist jedoch etwas
länger als 24 Stunden. Ihre innere Uhr war "freilaufend". Eine mögliche Ursache
könnten lichtregistrierende Zellen neben den bisher bekannten Stäbchen und Zapfen
im Auge sein. Es fanden sich auch bisher unbekannte Sehzellen, die über
Nervenstränge direkt mit dem als „innerer Uhr“ fungierenden SCN verbunden waren
(Berson et al. 2002). Auch blinde Mäuse können sich vermutlich über Lichtdetektion
in retinalen Ganglienzellen an den circadianen Hell-Dunkel-Rhythmus anpassen
(Panda et al. 2003).
Bereits bei der Genexpression können circadiane Ablesemuster gefunden werden.
Außerdem gibt es Hinweise, dass jedes Organ spezifische den circadianen
Rhythmus vorgebende Gene besitzt (Storch et al. 2002). Beim Menschen wurden
bisher über hundert Parameter mit circadianer Rhythmik beschrieben. Bekannte
Beispiele für eine circadiane Rhythmik ist die endogene Hormonproduktion, die auch
im klinischen Alltag eine Rolle spielt. So wird eine Aufhebung der circadianen
Rhythmik der Cortisolproduktion zur Diagnose eines Cushing-Syndrom
herangezogen. Auch für die Aktivität, die Herzfrequenz und den Blutdruck ist eine
circadiane Periodik mit verschiedenen Versuchsansätzen gezeigt worden.
Zur circadianen Rhythmik des Blutdrucks gibt es allerdings neuere Studien, in denen
versucht wurde, mögliche „Zeitgeber“ noch vollständiger als früher auszuschalten.
Die Probanden durften dabei nur sitzen und bekamen jede Stunde die gleiche Menge
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des Blutdrucks im Gegensatz zu dem der Herzfrequenz nicht mehr dargestellt
werden (Kerkhof et al. 1998; Van Dongen et al. 2001). Diese Untersuchungen
zeigen, wie schwierig es ist, wirklich alle möglichen Zeitgeber auszuschalten, um
Aussagen über Parameter im Freilauf treffen zu können und dass auch bei
„gesicherten Erkenntnissen“ Änderungen immer möglich sind.
Dieses Beispiel zeigt auch, das der circadiane Rhythmus einer starken
Beeinflussung durch exogene Faktoren, eben den „Zeitgebern“, unterliegt. So
können zum Beispiel durch den Wechsel zwischen Licht und Dunkelheit oder durch
das zeitliche Auftreten von sozialen Kontakten Rhythmen im Organismus
synchronisiert werden. Durch Änderung der Zeitgeber lassen sich die
Aktivitätsmaxima verschiedener Funktionen des Körpers verschieben. So nimmt bei
tagaktiven Tieren im Sommer die Zeitdauer der aktiven Phasen in Abhängigkeit der
Sonnenscheindauer des Tages zu. Abrupte Änderungen wie bei einem Flug über
mehrere Zeitzonen und der damit verbundenen Veränderung und Neuadaptation der
biologischen Uhr des Organismus an die neue Ortszeit und die damit verschobene
Phasenlage führen zum bekannten „Jet-Lag-Phänomen“. Außerdem ist bekannt,
dass Nacht- und insbesondere Schichtarbeiter häufig an Einschlafstörungen leiden
und eine hohe Krankheitshäufigkeit aufweisen (Josten et al. 2003). Ein Zeitgeber
erfasst aber nicht immer alle Parameter, wie Beobachtungen an Probanden während
eines Aufenthalts im Sommer in Spitzbergen zeigten, wo der Polartag keinen
Hinweis auf die Tageszeit gibt. Diese Probanden trugen Armbanduhren, die ohne ihr
Wissen so manipuliert waren, dass der Tag nur 22h dauerte; dennoch behielten sie
ein 24h-Diuresemuster (Lewis u. Lobban 1954).
1.2. PATHOLOGISCHE RHYTHMEN UND THERAPIEMÖGLICHKEITEN
Nicht nur physiologische Vorgänge zeigen häufig circadiane Periodenlängen. Auch
pathologische Vorgänge können rhythmische Komponenten aufweisen, in
bestehende Rhythmen eingreifen und diese verändern.
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Behandlung kardiovaskulärer Erkrankungen genutzt werden. Wiederherstellung der
physiologischen Rhythmen könnte eine Therapieoption für den Patienten bedeuten.
Im Bereich der Chronopharmakologie wird unter anderem untersucht, wie die
Therapie an rhythmische Krankheitsgeschehen angepasst werden kann (Lemmer
1995). Ein an rhythmische physiologische und pathologische Vorgänge orientiertes
therapeutisches Vorgehen wird dabei als Chronotherapie bezeichnet.
Bei Vorliegen von nächtlicher Hyperkalzurie bei Kindern mit Enuresis wirkt
Desmopressin, das bei Kindern mit Enuresis tagsüber erfolgreich eingesetzt wird,
nicht, was an der bei Kindern mit nächtlicher Polyurie verminderten ADH-
Serumkonzentration liegen könnte (Aceto et al. 2003).
Eine Ursache für Verschlechterung von Beschwerden bei Asthmapatienten während
den frühen Morgenstunden wird in der circadianen Rhythmik des Histaminspiegels
mit einem Maximum zwischen Mitternacht und 4 Uhr gesehen (van Aalderen et al.
1993; Kraft u. Martin 1995). Bei abendlicher Gabe antiasthmatischer Medikamente
wird diese Periodik berücksichtigt (Lemmer 2000; Noonan et al. 2001). So haben die
Patienten bei gleicher Dosierung weniger Beschwerden als bei morgendlicher Gabe.
Eine Periodenverschiebung des Schlaf-Wach-Rhythmus wird bei dem sog. „Delayed
Sleep Phase Syndrome“ zur Therapie eingesetzt (Weitzman et al. 1981).
Patienten mit essentieller Hypertonie weisen im systolischen und diastolischen
Blutdruck einen nächtlichen Abfall auf. Dagegen zeigen Patienten mit sekundärer
Hypertonie ein abgeschwächtes oder sogar aufgehobenes circadianes
Blutdruckprofil (Schrader et al. 1989). Diese Unterschiede können in
Langzeitblutdruckmessungen erkannt werden (Schrader et al. 1989).
Ein vielbenutztes Tiermodell für die essentielle Hypertonie sind spontan hypertensive
Ratten (SHR), da hier die circadianen Profile von Herzfrequenz und Blutdruck denen
von normotensiven und essentiell hypertensiven Patienten entsprechen (Lemmer et
al. 1993).
Die auch in der vorliegenden Arbeit in der Versuchsreihe 2 benutzten
TGR(mRen2)27 Ratten werden dagegen als Modell für die sekundäre Hypertonie
genannt (Lemmer et al. 2003). Diese Tieren sind durch die Einführung eines
Speicheldrüsen-Renin-Gens von der Maus in das Genom von normotensiven
Sprague-Dawley Ratten generiert worden (Mullins et al. 1990). Die transgenen Tiere
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und diastolische Mittelwerte um 140 mmHg aufweist. Neben dieser Hypertonie
zeigen diese Tiere ein gestörtes circadianes Blutdruckprofil mit höheren
Blutdruckwerten während der täglichen Ruheperiode (Lemmer et al. 1993). Die
circadianen Profile der Herzfrequenz und der motorischen Aktivität sind dagegen
nicht verändert. Obwohl die Ursache für dieses, dem humanen sekundären
Hypertonus ähnelnde Blutdruckprofil nicht entgültig geklärt ist, gibt es doch gute
Hinweise, dass das aktivierte Renin-Angiotensin-System einen bedeutenden Einfluss
darauf ausübt (Lemmer et al. 2000). Die Tiere bieten somit die Möglichkeit,
Parameter der Kreislaufregulation im Verhältnis zur Organperfusion zu untersuchen.
Neben den oben genannten kardiovaskulären Parametern zeigen auch
pathologische Ereignisse wie das Auftreten eines Herzinfarkts einen offensichtlich
circadianen Rhythmus; dieser tritt gehäuft vormittags auf (Guo u. Stein 2003).
Andere Untersuchungen an normotensiven Sprague-Dawley-Ratten ergaben
tageszeitliche Unterschiede mit verstärkten Antworten der in vitro Gefäßreaktivität in
der Ruhephase am Tage (Hasenberg 2002). Aber auch der Gefäßmuskeltonus der
Herzkranzgefässe, die Aggregabilität von Thrombozythen, die Plasmainhibition der
Fibrinolyse und die Blutviskosität sind morgens höher als zu allen anderen
Tageszeiten (Andreotti et al. 1999). Neue Ergebnisse zeigen, dass sogar der Erfolg
einer thrombolytischen Behandlung bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt ein
circadianes Profil aufweist (Reisin et al. 2004). Auch gibt es Hinweise, dass das
kardiale Schlagvolumen circadiane Veränderungen aufweist (Cugini et al. 1993).
Auch bei zerebrovaskulären Ereignissen ist eine circadiane Verteilung zu
beobachten. Schlaganfall und Hirnblutung zeigen ebenfalls in den frühen
Morgenstunden nach dem Aufstehen ein gehäuftes Auftreten (Li 2003).
Diese Daten führen zu der Frage, ob im cerebralen Blutfluss eine circadiane Periodik
vorhanden ist und wie diese von der Kreislaufregulation abhängt. Diese Frage ist
bisher in der Literatur nicht untersucht worden.
71.3. FRAGESTELLUNG
Die Ziele der vorliegenden Arbeit waren:
1) Tierexperimentelle Untersuchung zur circadianen Rhythmik des cerebralen
Blutflusses bei Ratten:
a) Es sollte eine Methode entwickelt werden, um kontinuierlich über mehrere
Tage mit Hilfe der Laser-Doppler-Flussmessung den cerebralen Blutfluss bei
wachen sich frei bewegenden Ratten aufzuzeichnen und mit telemetrisch
registrierten Kreislaufparametern und der Lokomotionsaktivität zu korrelieren.
b) Diese Messungen sollten zur Untersuchung der Abhängigkeit des CBF
vergleichend bei SDR und TGR durchgeführt werden. Der Vergleich der Daten
zwischen den einzelnen Parametern und zwischen den Rattenstämmen sollte
zeigen, ob die Hirndurchblutung einen circadianen Rhythmus besitzt und ob
ggf. Abhängigkeiten von den anderen aufgezeichneten Parametern bestehen.
2) Multimodales Neuromonitoring mit Langzeitaufzeichnung und
Rhythmusanalyse des cerebralen Blutflusses bei Patienten mit Schädel-Hirn-
Trauma:
Es sollte geklärt werden, ob bei Patienten, die ein Schädel-Hirn-Trauma erlitten
hatten, ein circadianer Rhythmus in der cerebralen Durchblutung nachweisbar ist.
82. MATERIAL UND METHODE
2.1. TIEREXPERIMENTELLER TEIL
2.1.1. Tierhaltung
Für die Vorversuche wurden männliche Albinoratten des Typs Sprague-Dawley
(SDR) (von Elevage Janvier, Le Genest Saint Isle, Frankreich) verwendet. Für die
Versuche zur circadianen Rhythmik wurden ebenfalls männliche Sprague-Dawley-
Ratten (n=14) mit einem Gewicht von 298g ± 47g sowie heterozygote männliche
transgene hypertensive (m-Ren-2)27 Ratten (TGR) (n=7) mit einem Gewicht von
326g ± 36g (von Taconic M & B A/S, Ry, Dänemark) eingesetzt.
Die Tiere wurden zwei Wochen vor dem Versuch und während der Messzeit unter
kontrollierten Bedingungen in einem geschlossener Raum mit 12:12 Stunden Hell-
Dunkel-Rhythmik gehalten. Die Lichtphase dauerte von 07:00 bis 19:00 Uhr (100
Lux). Von 19:00 bis 7:00 Uhr war das Licht ausgeschaltet, ebenso waren
Lampen/Monitore an den Messgeräten ausgeschaltet oder überklebt. Die Tiere
wurden vor den Versuchen in Gruppen zu maximal 5 Ratten in Plastikkäfigen
untergebracht. Zwischen der ersten Operation – Einsetzen des Telemetrie-Senders –
und der zweiten Operation – Einsetzen der Glasfaserhalterung - lag im Mittel eine
Woche (min. 5 Tage; max. 12 Tage) Zeit.
Für die Durchführung der Operationen sowie die Tötung wurden die Tiere in einen
benachbarten Raum gebracht. Während des Versuchs wurden die Ratten einzeln in
einem Plexiglaskäfig gehalten. Sie hatten jederzeit freien Zugang zu Futter und
Trinkwasser.
Die durchgeführten Untersuchungen waren vom Regierungspräsidium Karlsruhe
(Tierversuchsantrag Nr.: 122/00) genehmigt.
92.1.2. Chirurgisches Vorgehen
2.1.2.1 Einsetzen des Drucksensors zur telemetrischen Aufzeichnung
Das Tier wurde in einem Exsikkator mit enflurangetränkter Watte (Abbott,
Wiesbaden) betäubt. Während der Operation wurde vor die Nase/Mundöffnung ein
kleiner Erlenmeyerkolben ebenfalls mit enflurangetränkter Watte positioniert. Das
Tier atmete dabei spontan. Die Tiefe der Narkose wurde mit Hilfe der Atemfrequenz
des Tieres kontrolliert. Direkt vor dem ersten Schnitt wurde die Narkosetiefe
zusätzlich an der fehlenden Reaktion auf einen Schmerzreiz (leichtes Kneifen in die
Fußsohle mit einer Pinzette) getestet.
Zum Einsetzen des Drucksensors wurde das Tier laparotomiert. Der Sensor wurde in
die Peritonealhöhle implantiert und mit einer Naht am Peritoneum befestigt. Der
Katheter des Sensors wurde in die Aorta abdominalis distal der Bifurkation der
Nierenarterien eingesetzt (Lemmer et al. 1993). Dieser Sensor registriert über ein
inkompressibles Gel an der Katheterspitze die auftretenden Druckschwankungen
und wandelt sie in elektrische Signale um, die vom Empfänger unter dem Käfig
detektiert und weitergegeben werden (siehe Kapitel 2.2.3). Die Bauchmuskulatur
wurde mit einer Naht, die Haut mit Klammern verschlossen. Diese wurden nach einer
Woche während der Narkose, in der die Halterung für die Glasfasersonde aufgesetzt
wurde, entfernt. Bei den TGR wurde für den Hautverschluss ein resorbierbarer
Faden verwendet.
2.1.2.2 Befestigung der Halterung für die Glasfasersonde am Tierschädel
Das Tier wurde 5 – 12 Tage nach Einsetzen des Drucksensors wiederum wie oben
beschrieben narkotisiert. Zur Überwachung der Narkosetiefe wurde zusätzlich mit
Hilfe eines Radios das telemetrische Signal der Herzfrequenz registriert. Das Tier
wurde in Bauchlage auf einer Korkunterlage auf ein Einmaltuch gelagert. Der Kopf
wurde in einem Kopfhalter mit Metallstiften in den Gehörgängen fixiert.
Die Kopfhaut wurde median etwa 2 cm lang sagittal aufgeschnitten. Das Periost
wurde ebenfalls eröffnet und dann mit einem Wattetupfer nach lateral vom Knochen
stumpf abgeschoben. Das Operationsgebiet wurde mit vier zu OP-Häkchen
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umgebogenen Sicherheitsnadeln offen gehalten. Kleine Blutungen aus dem
Schädelknochen wurden mit Knochenwachs (Ethicon GmbH, Norderstedt) gestoppt.
Die Coronar-, Sagittal- und Lambdanaht wurden aufgesucht. Drei Löcher
(Durchmesser 0,7 mm) wurden mit einem Handbohrer in die Schädelknochen Os
frontale, linkes Os parietale und Os occipitale gebohrt. Der Bohrer war dabei in dem
Bohrfutter für eine maximale Tiefe von 0,6mm eingespannt. Somit war sichergestellt,
dass die Lamina interna des Knochens intakt blieb. Drei Schrauben (Länge: 4,6mm;
Durchmesser: 0,9mm) wurden etwa 4 Umdrehungen tief in die vorbereiteten Löcher
eingedreht. Die Abbildung 1 zeigt schematisch die Positionen der Schrauben auf
dem Rattenschädel. Das rechte Os parietale wurde mit einer elektrischen Handfräse
(Rewatronic-Products, Wald-Michelbach) auf einer etwa 1 mm² großen Fläche so
ausgedünnt, dass auch hier die Lamina interna des Knochens intakt blieb, die
cortikalen Strukturen und die pialen Gefäße aber durch die verbliebene dünne
Knochenlamelle sichtbar wurden.
Abbildung 1: Bohrlochpositionen auf dem Rattenschädel
Aufsicht auf einen Rattenschädel mit schematischer Darstellung der Positionen der drei
Halteschrauben (schwarze Kreise) und des ausgedünnten Bereiches für die spätere LDF-
Messung (weißer Kreis) mit Umriss der Grundplatte. Die Position des ausgedünnten Bereichs
und damit der späteren Messung wurde im Bereich des Os parietale variiert.
Für die Messung und zur Fixierung der Glasfaser wurde eine spezielle Halterung
entwickelt, die fest auf dem Schädel fixiert werden konnte.
Insgesamt besteht die Halterung aus 7 Teilen. Diese sowie die Befestigung der
Halterung auf dem Rattenschädel sind in Abbildung 2 in einer
Konstruktionszeichnung dargestellt.
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Schädelknochen
Zahnzement
Gehirn
Kopfhaut
Fixationsschraube
(7)
(6)
(5)
(4)
Glasfaser
(3)
(2)
(1)
(intakte Lamina interna)
(bis zur Lamina interna)
Glasfaser
(vor Halterung endend)
Abbildung 2: Darstellung der Faserhalterung mit Fixierung im Schädel
Konstruktionszeichnung der Glasfaser-Kopfhalterung mit Darstellung der Fixierung auf dem
Rattenschädel. Eine Glasfaser endet vor der Lamina interna des Schädelknochens, die zweite
Faser endet vor der Faserhalterung. (1) Hutmutter; (2) Metallröhrchen; (3) Gummischlauch;
(4) Schaft mit Gewinde; (5) große Metallhülse; (6) Kugellager; (7) Grundplatte;
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Der Schaft(4) dient dabei als Führung für die Glasfaser. Hutmutter(1),
Metallröhrchen(2) und Gummischlauch(3) dienen zur Fixierung der Faser in der
Halterung. Dabei wird durch Aufdrehen der Hutmutter(1) auf den Schaft(4) das
Metallröhrchen(2) nach unten gedrückt und durch die damit verbundene
Kompression des Gummischlauchs(3) die Glasfaser in der Halterung(4)
festgeklemmt. Die Grundplatte(7) verhindert ein Einsickern von Flüssigkeit von unten
in das Kugellager(6). Durch die große Metallhülse(5) wird verhindert, dass das
Kugellager(6), durch das ein Verdrehen der Faser bei sich frei bewegendem Tier
vermieden wird, mit Blut oder Haut von der Seite verklebt. In der Versuchsreihe 2 mit
Simultanmessung zweier Fasern in einem Tier endet die zweite Faser kurz vor der
Faserhalterung (siehe Abbildung 2).
Abbildung 3 zeigt links eine Originaldarstellung der Einzelteile der Halterung
aufgesteckt auf die Glasfaser sowie rechts die zusammengesetzte Halterung mit der
Metallhülse, in der Mitte zur besseren Ansicht die zusammengesetzte Halterung
ohne Metallhülse. Die komplette Halterung wiegt 3,8g.
Einzelteile zusammengesetzt mit Metallhülse
Abbildung 3: Fotographie der Glasfaser-Kopfhalterung
(1) Hutmutter; (2) Metallröhrchen; (3) Gummischlauch; (4) Schaft mit Gewinde; (5) große
Metallhülse; (6) Kugellager; (7) Grundplatte;
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Die Grundplatte(7) wurde so aufgesetzt, dass deren Öffnung über dem
ausgedünnten Schädel lag, und dann an die drei Schrauben mit Zahnzement
(Heraeus Kulzer GmbH & Co. KG, Wehrheim/Ts.) fixiert. Nach Aushärten (etwa
3min) wurde etwas handelsübliche Knetmasse an den inneren Rand der
Grundplatte(7) gedrückt. Die Sondenhalterung(4+6) wurde in die Knetmasse
gedrückt. Sie war damit temporär fixiert und konnte ihre Position auf der
Grundplatte(7) nicht mehr verändern. Die Glasfaser wurde eingesetzt und am
Laserdopplergerät der aktuelle Messwert kontrolliert. Ein Einlaufen von Zahnzement
unter die Platte und in den Lichtweg konnte als sehr niedriges Signal registriert und
der Zement entfernt werden. Die Halterung wurde dann endgültig mit Zahnzement an
den Schrauben fixiert. Schließlich wurde noch eine Metallhülse(5) aufgesetzt, die ein
Verkleben der Haut mit der Halterung verhinderte, und diese Hülse ebenfalls mit
Zement fixiert.
Die OP-Häkchen wurden entfernt und die Haut mit je einem Stich (3-0 Nylon) vor und
hinter der Halterung, die von der Metallhülse umgeben war, zusammengenäht. Die
Mutter (1) am Ende der Halterung (4) wurde festgedreht, um die Glasfaser zu
befestigen. Das Tier wurde aus dem Kopfhalter genommen, in den Käfig auf ein
Einmaltuch gelegt und während des Aufwachvorgangs beobachtet. Die Operation
dauerte etwa 45 Minuten. Das Tier wurde im Käfig in den Aufzeichnungsraum
zurückgebracht und das Laserdopplermessgerät an das PC-System angeschlossen
– zwischen Operationsende und Messbeginn lagen etwa 5 Minuten.
Die Tiere zeigten keine sichtbare Beeinflussung durch die Halterung. Sie wurden
täglich kontrolliert – Wasser und Futter wurden bei Bedarf aufgefüllt.
Nach Beendigung der Messung wurden die Tiere mit einer Überdosis Enflurane
getötet. Die Kopfhalterung sowie der Drucksensor in der Bauchhöhle wurden entfernt
und gereinigt.
2.1.2.3 Aufhängung des Laserdoppler-Messsystems
Das LDF-Messgerät DRT4 (Moor Instruments Ltd, Axminster, England) erlaubt mit
zwei Eingängen zwei unanhängig voneinander laufende parallele Messungen. An
jeden Eingangskanal wird mittels eines speziellen Steckers (Lemo connector) ein
Verbindungskabel (’master’ probe ) angeschlossen.
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An die Masterprobe wird ein Kupplungsstück (ST Coupler) angeschlossen. An der
anderen Seite des Kupplungsstückes wird die Glasfaser (‘slave‘ probe) zur Messung
angeschlossen. Die Faser (Durchmesser: 0,4mm) war von einer
Kunststoffummantelung (Durchmesser Faser + Ummantelung: 0,7mm) umgeben und
wurde mit dem freien Ende über dem zu messenden Gewebe positioniert. Eine gute
Weiterleitung des Laserlichtes im Verbindungsstück von der Messfaser in das
Verbindungskabel wurde mit Hilfe von optischem Gel sichergestellt.
Das Kupplungsstück wurde genutzt, um daran über eine für diese Aufgabe neu
entwickelte Halterung die Sonde und damit die komplette Messeinrichtung an einen
Hebelarm zu befestigen. Dabei wurde in eine Mutter (Durchmesser: 12mm) das
Kupplungsstück eingedreht. Mit einem Drahtbügel (siehe Abbildung 4) war die Mutter
an einen Federarm, der am Käfigrand drehbar positioniert war, in Höhe der
Käfigoberfläche befestigt.
Abbildung 4: Fotographie der Sondenaufhängung mit Kupplungsstück
Halterung des Verbindungsstückes (bei einer Glasfaser) (links), bei zwei Glasfasern (Mitte)
und der Kupplung von Verbindungskabel zu Glasfaser (rechts).
Der Federarm wurde so eingestellt, dass das Gewicht des Kupplungsstücks mit der
Faser ausgeglichen wird – die Faser also frei schwebte und keinen Druck auf den
Schädel ausübte. Die Länge der Glasfaser wurde so gewählt, dass ein
uneingeschränktes Bewegen des Tieres im Käfig möglich war, das Tier die Faser
aber nicht durchbeißen konnte.
Für die Messung mit zwei Fasern in einem Tier in der Versuchsreihe 2
(Positionierung der Fasern siehe Abbildung 2) wurde eine weitere Halterung
entwickelt. In eine PVC-Platte wurden zwei Löcher mit Gewinde gebohrt, in die dann
die zwei Kupplungsstücke der Glasfasern geschraubt wurden. Mit zwei Drahtbügeln
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wurde die Platte an den Federarm befestigt. Der Federarm wurde auf das Gewicht
beider Fasern mit Aufhängevorrichtung eingestellt.
2.1.3. Monitoring-Systeme
Wie in Abbildung 5 dargestellt wurden für die telemetrische und die LDF-Messung
zwei PC-Systeme eingesetzt. Deren Systemzeiten wurden vor jeder Messung
synchronisiert.
Telemetrische Messungen
Das Monitoring-System besteht aus dem Sensor/Transmitter (Model TA11PA), der
Empfängerplatte (Model BPR86), einen Multiplexer (BCM-100), einer Interfacekarte
(DQ-1088) installiert in einem IBM-kompatiblen Personal-Computer und zugehöriger
Software (Dataquest IV-Program, Data Sciences Inc., St. Paul, MN, USA). Der
Empfänger ist eine flache Platte, die unter dem Tierkäfig platziert ist. So ist eine freie
und ungestörte Bewegung des Tieres mit dem implantierten Transmitter möglich. Die
Parameter Herzfrequenz, systolischer und diastolischer Blutdruck sowie die
Lokomotionsaktivität des Tieres wurden gemessen. Die vom Transmitter registrierten
Signale werden dann im Mittelwellenbereich (500 kHz) gesendet. Die Sender sind
vom Werk aus kalibriert, die Batterien sind bei Dauerbetrieb nach ca. einem halben
Jahr entladen.
Das Signal wird vom Empfänger registriert und über den Multiplexer weitergeleitet.
Der Empfänger registriert außerdem die Bewegungsaktivität des jeweiligen Tieres.
Hierbei wird jede Bewegung des Senders > 1 cm/sec als Impuls registriert und
weitergeleitet (Grebner 1998). Die Werte werden mit 400Hz registriert. Für jeden
Abschnitt über 5 Minuten wird ein Fünfsekundenabschnitt gespeichert.
Laser-Doppler-Messungen
Das Dopplersignal wird auf einem Monitor an dem LDF-Messgerät graphisch sowie
numerisch dargestellt. Zur Aufzeichnung wurde das LDF-Messgerät an ein PC-
System (IOX-Programm, EMKA Technologies, Paris, Frankreich) angeschlossen. Im
Dopplergerät werden die Werte mit 150Hz registriert und weitergeleitet. Die in den
PC einlaufenden Werte werden mit 1 Hz registriert und über 1 Minute gemittelt.
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Diese Mittelwerte werden als absolute Laser-Doppler-Werte für die spätere Analyse
im PC-System gespeichert.
Der erste postoperative Tag wurde zur Kontrolle mit aufgezeichnet, aber später für
die Rhythmusanalyse nicht verwendet.
Abbildung 5: Aufbau Messeinrichtung mit Tier mit zwei Sonden (Versuchsreihe 2)
Die Versuchstiere mit implantierten Sendern und LDF-Sondenhalterung werden in
Einzelkäfigen, welche auf den Empfängern für die Telemetriemessung stehen, gehalten. Die
telemetrischen Signale werden von dort über den Multiplexer an den PC mit der DataQuest-
Software geleitet.
Die LDF-Signale laufen über die Glasfasern zu dem Hebelarm – von dort in den DRT4-
Monitor und in den zweiten PC mit dem IOX-Programm.
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2.1.4. Beschreibung der Versuchsreihen
Die oben beschriebene LDF-Glasfaserhalterung wurde in Vorversuchen entwickelt.
Mit dieser Methode war eine Langzeitaufzeichnung des LDF-Signals bei wachen
Versuchstieren möglich.
Versuchsreihe 1:
In der Versuchsreihe 1 wurden zunächst jeweils zwei Tieren parallel gemessen und
die Fasern wie in Kapitel 2.1.2.2 beschrieben eingesetzt. Als Kontrolle wurde dabei
bei einer der beiden Ratten der Lichtweg mit einem kleinen Metallzylinder, der
zwischen Glasfaser und Schädel eingesetzt wurde, verschlossen.
In der Datenanalyse und statistischen Auswertung zeigte sich, dass auch bei den
Kontrollversuchen mit verschlossenem Lichtweg eine deutliche Rhythmik im
Messsignal auftrat. Zur Ausschaltung dieses Artefaktsignals wurden verschiedene
statistische Analysen (siehe Kapitel 2.3) durchgeführt, die jedoch keine vollständige
Eliminierung des Artefakts erlaubten.
Versuchsreihe 2:
In der Versuchsreihe 2 wurden beide Fasern in einem Tier eingesetzt - eine Faser
wie in 2.2.2.2 beschrieben, die andere kurz vor der Kopfhalterung endend, um so
eine Registrierung des Artefakts parallel zu der LDF-Messung über dem Cortex im
gleichen Tier zu ermöglichen. Damit war eine zufriedenstellende Erfassung und
Eliminierung des Artefaktsignals möglich.
Die Messungen der Versuchsreihe 2 mit zwei Fasern in einem Tier wurden sowohl
bei SDR-Tieren als auch bei TGR-Tieren durchgeführt.
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2.2. PATIENTENSTUDIE
2.2.1. Patientenkollektiv
Von September 2000 bis August 2001 wurden fünf Patienten, die wegen eines
schweren Schädel-Hirn-Traumas auf der operativen Intensivstation des
Universitätsklinikums Mannheim behandelt wurden, in die prospektive Studie
eingeschlossen (siehe Tabelle 1). Dabei wurde der CBF im Rahmen eines
multimodalen Neuromonitorings aufgezeichnet. Indikation für das Monitoring war ein
schweres, geschlossenes SHT mit einem initialen Glasgow Coma Scale (GCS) < 9
oder Verschlechterung auf GCS < 9 innerhalb von 6h nach Trauma sowie ein in der
Schädel-Computertomographie (CCT) deutlich sichtbarer Hirnschaden als Nachweis
intrakranieller Traumafolgen. Es wurden Patienten eingeschlossen mit diffusem SHT
oder isoliertem SHT bzw. Polytrauma mit SHT im Vordergrund. Das Alter der
Patienten sollte zwischen 18 und 60 Jahren liegen.
Ausschlusskriterien waren ein offenes SHT, ein unauffälliges CCT, eine signifikante
Gerinnungsstörung (Quick < 50%, PTT > 40s) oder andere Komaursachen
(Intoxikation, Hypoxie, etc.).
Ein Patient starb wenige Stunden nach Aufnahme und Einsetzen der Sonden, so
dass für die Auswertung vier Patienten zur Verfügung standen.
Demographische Daten und Befunde dieser vier Patienten zeigt die Tabelle 1.
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Tabelle 1: Demographische Daten und Befunde der Patientenstudie
Abkürzungen: VU: Verkehrsunfall; SAB: Subarachnoidalblutung; SDH: Subdurales Hämatom; li: links; re: rechts; GCS: Glasgow Koma Scale; EVD:
Externe Ventrikel Drainage
Patient Nr. #1 verstarb während der Messung; Patienten #2-4 konnten auf Normalstation verlegt werden
Pat.Nr. Alter Geschlecht Messdauer GCSinitial Unfall-hergang Klinik + CCT-Befunde
#1 47 m 6 Tage 10 h 3 Sturz aus traumatische SAB
3m Höhe SDH li Hemisphäre, frontale Kontusionen
Schädelbasis + Mittelgesichtsfraktur li>re, Impressionsfraktur li frontal
initial Osteoklastische Trepanation bei EVD-Anlagespäter:
ausgeprägtes generalisiertes Hirnödem
ausgeprägte Infarkte im Hirnstamm sowie beidseits occipital + Kleinhirn durch
A. basilaris Dissektion
#2 18 m 1 Tag 15 h 11 schwerer VU leichte traumatische SAB + Ventrikeleinbruchsblutung
frontotemporale Kontusionen re>li
Hinweise diffuser Axonschaden (diffuse Stibchen)
mäßig generalisiertes Hirnödem
#3 20 m 8 Tage 7 h 5 schwerer VU traumatische SAB + Ventrikeleinbruchsblutung (3.+4. Ventrikel)
Kontusion Stammganglien li
diffuse Kontusionen, diffuser Axonschaden
ausgeprägtes generalisiertes Hirnödemspäter:
Kontusionen später aufgegangen
#4 41 m 4 Tage 5 schwerer VU minimales Hirnödem
einzelne stibchenförmige Kontusionen frontal betont
größere Kontusion li frontal periventrikulärspäter:
deutliches generalisiertes Hirnödem, traumatische SAB insbesondere li
frontobasal
keine Größenzunahme der Kontusionen
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2.2.2. Multimodales Neuromonitoring
Alle Patienten wurden nach klinikinternem Standard auf der Intensivstation behandelt
mit strikter Vermeidung von Hyperthermie. Die Sondenimplantation erfolgte im OP
innerhalb von 3 Stunden nach Abschluss der Diagnostik. Die extra-ventrikuläre
Drainage (EVD) wurde präcoronar in den Ventrikel auf der geringer läsionierten Seite
gelegt. Auf der stärker betroffenen Seite wurden pericoronar die Schraube der Licox-
O2-Sonde über ein Handbohrloch sowie über ein konventionelles Bohrloch (ohne
Schraube) die CBF-Sonde und der Katheter der Mikrodialyse gelegt.
Für die Studie wurden kontinuierlich der arterielle Mitteldruck (MAP) über einen
peripheren arteriellen Zugang, der Hirndruck (ICP) über eine Ventrikeldrainage sowie
der Sauerstoffpartialdruck im Hirngewebe (ptiO2) über eine Licox-Sonde gemessen.
Alle Parameter wurden mit einer primären Rate von 300Hz abgetastet. Gespeichert
wurden diese mit einer Frequenz von 0,1 Hz für die weitere Analyse. Der cerebrale
Perfusionsdruck (CPP) wurde als Differenz von arteriellem Mitteldruck und
intrakraniellem Druck berechnet (CPP = MAP – ICP).
Der cerebrale Blutfluss (CBF) wurde mit Hilfe einer Thermodiffusionssonde
intracerebral regional gemessen. Hierbei wurde pro Stunde für zehn Minuten der
CBF aufgezeichnet, zwischendurch wurde die Sonde ausgeschaltet, um ein
Aufwärmen des Hirngewebes zu vermeiden. Zusätzlich wurden für die
Thermodiffusionsmessung die Temperatur im Gehirn (TempCran) sowie der K-Wert
notiert. Außerdem wurden die Beatmungsfrequenz, die inspiratorische O2-
Konzentration und der PEEP (positiver endexspiratorischer Druck) protokolliert,
ebenso Menge und Art der i.v.-Katecholamingaben, Art der
Analgosedierungsmedikamente und die Lagerung des Patienten.
Liquor wurde bei Bedarf (für Laboranalysen) über die EVD-Sonde abgelassen.
Zusätzlich wurde alle vier Stunden arterielles Blut zur Blutgasanalyse sowie zur
Kontrolle anderer Laborparameter abgenommen.
Die Messungen wurden so lange durchgeführt, wie die Notwendigkeit zum
Neuromonitoring bestand.
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2.3. DATENANALYSEN UND STATISTISCHE AUSWERTUNG
Die aufgezeichneten Daten wurden in Exceltabellen (Microsoft GmbH) importiert. Die
Dateien wurden in das ASCII-Format exportiert für die Rhythmusanalyse. In der
deskriptiven Statistik sind die Werte als Mittelwert ± SEM angegeben. Zum Vergleich
der Ergebnisse der einzelnen Versuchsreihen wurde der Student t-Test (zweiseitig,
ungepaart) durchgeführt.
Versuchsreihe 1:
Zur Anpassung an die mit einem Wert pro 5 Minuten gespeicherten telemetrisch
gemessenen Parameter wurden die mit einem Wert pro Minute gespeicherten über
dem Cortex gemessenen LDF-Werte (LDFtotal) auch jeweils über 5 Minuten gemittelt
und in einer Datei für die Rhythmusanalyse zusammengestellt. Die Rhythmusanalyse
wurde in einem ersten Schritt mit allen Daten aus dem Messzeitraum durchgeführt.
Dafür wurde die Windows-Version des Programms WIN-ABPM-FIT (Zuther et al.
1996) verwendet. Dieses Programm wurde speziell für die Analyse radiotelemetrisch
gewonnener Daten entwickelt. Dabei werden die gemittelten Werte an
Kosinusfunktionen mit festgelegten Periodenlängen von 24, 12, 8, 4,8 und 4 Stunden
angepasst. Jede einzelne Schwingung wird mit einem F-Test auf Signifikanz geprüft.
Dabei wurde die Grenze für p bei 0,05 festgelegt. Die verwendete Funktion lautet:
å= úûùêëé ÷÷øöççèæ -×+=
n
i ngePeriodenläAcrophasetAmplitudeMesortf 1 iii
2)(cos)( p
Dabei ist i der Index für die Anzahl der eingeschlossenen Schwingungen (n = 6 in der
vorliegenden Arbeit mit den vorgegebenen Periodenlängen 24h, 12h, 8h, 6h, 4,8h
und 4h). Das Programm berechnet als statistische Kenngrößen:
Mesor (Midline estimating statistic of rhythm) = 24h-Mittel der angepassten Kurve
Amplitude = höchster Wert der Kurve als Differenz zum Mesor
Acrophase = Uhrzeit (im Dezimalsystem) des Auftretens der maximalen Amplitude
Für eine korrekte Mittelwertberechnung der Daten verschiedener Tiere aus Werten
vor und nach 00:00 Uhr wurden zu den Werten nach 0:00 Uhr 24h addiert; „25:00
Uhr“ ist also 1:00 Uhr.
In einem weiteren Auswertungsschritt wurden nur die LDF-Werte der 5min-
Abschnitte in die Auswertung eingeschlossen, in deren Verlauf die telemetrisch
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gemessene Aktivität null war (LDFact=0). Auch mit diesen Daten wurde wieder eine
Rhythmusanalyse wie oben beschrieben durchgeführt.
Versuchsreihe 2:
In den Versuchen mit zwei Sonden in einem Tier wurde für die Auswertung die
beiden gemessenen LDF-Signale, die als LDFtotal und LDFartefakt bezeichnet werden,
eingesetzt. LDFtotal ist dabei wie oben beschrieben das Signal der über dem Cortex
messenden Faser, LDFartefakt das Signal der oberhalb der Halterung endenden Faser.
Zusätzlich wurde die Differenz berechnet aus den beiden Signalen mit LDFCBF=
LDFtotal – LDFartefakt.
Die Werte der LDF-Messung werden in ’arbitrary units’ (willkürliche Einheiten)
angegeben, die von Tier zu Tier erheblich schwanken können. Um die Daten
verschiedener Tiere im zeitlichen Verlauf besser vergleichen zu können, wurden
neben den ’arbitrary units’ noch relative Zeitreihen, in denen der aktuelle LDF-Wert in
Prozent vom zugehörigen Tagesmittelwert (über 24h) berechnet wurde, erstellt und
analysiert. Die Rhythmusanalyse erfolgte wie in der Versuchsreihe 1 mit dem
Programm WIN-ABPM-FIT.
Zusätzlich wurde eine Spektralanalyse durchgeführt, um die in den Daten
enthaltenen rhythmischen Komponenten mit ihrer genauen Periodenlänge zu
bestimmen. Hierfür fand der Algorithmus nach Lomb Anwendung (Lomb 1976). Es
wird ebenfalls in WIN-ABPM-FIT ein Lomb-Scargle-Periodogramm (Scargle 1982)
berechnet. Dieser Algorithmus ermöglicht Rhythmusanalysen auch in inkompletten
oder unregelmäßig gemessenen Zeitreihen und ist damit gut für die Untersuchung
biologischer Rhythmen geeignet (Van Dongen et al. 1999). Das Periodogramm liefert
die normalisierte Power (PN) einer periodischen Komponente einer Zeitreihe. Die
PNmax – die Periode, bei der der größte Peak und damit stärkste Rhythmus
gefunden wurde – wird ebenfalls ausgegeben.
Klinische Daten:
Es wurden für jeden Patienten alle Parameter über die komplette Messzeit
dargestellt. Anschließend wurde mit diesen Daten eine Rhythmusanalyse wie in der
Versuchsreihe 1 beschrieben durchgeführt. Periodogramme wurden wie in der
Versuchsreihe 2 beschrieben mit Hilfe der Spektralanalyse aufgestellt.
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3. ERGEBNISSE
3.1. CIRCADIANE RHYTHMIK DER HIRNDURCHBLUTUNG IM TIERVERSUCH
3.1.1. Verlauf des Experiments
Die Messung startete jeweils direkt nach dem Anbringen der LDF-Sonde. Um den
Einfluss von Narkose und Operation auf die zu messenden Parameter
auszuschalten, wurde jedoch der erste postoperative Tag von der Auswertung
ausgeschlossen. Die Messzeit betrug minimal 3 und maximal 7 Tage.
In einem Tier löste sich die Halterung vom Schädel, das Tier wurde sofort mit
Enflurane getötet. Wenn die Faser aus der Halterung am Kopf gerutscht war, wurde
sie neu eingesetzt. Dies dauerte nur wenige Sekunden. Es musste dazu keine neue
Narkose erfolgen.
3.1.2. Versuchsreihe 1 mit paralleler Messung in zwei Tieren
Es wurde mit jeweils einer Sonde in einem Tier bei zwei SDR parallel das LDF-Signal
aufgezeichnet. Dabei war bei einem Tier der Lichtweg offen, so dass die
Registrierung des LDF-Signals über dem Cortex möglich war. Bei dem zweiten Tier
war jeweils der Lichtweg verschlossen, hier wurde also kein Signal vom Cortex
registriert.
Abbildung 6 zeigt eine Originalaufzeichnung bei offenem und geschlossenem
Lichtweg sowie die telemetrisch gemessenen Parameter. In den telemetrisch
gemessenen Parametern gleichen sich beide Abbildungen. Es zeigt sich deutlich ein
Tag-Nacht-Unterschied in der Messung – eine rhythmische Komponente ist mit
bloßem Auge zu erkennen. Wie schon in früheren Untersuchungen (Lemmer et al.
2003) beschrieben zeigen die Tiere nachts im Vergleich zum Tag eine stärkere
Aktivität, eine höhere Herzfrequenz sowie höhere Blutdruckwerte.
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In beiden Registrierungen ist ein Tag-Nacht-Unterschied erkennbar, dieser ist jedoch
bei geschlossenem Lichtweg (Abbildung 6b) ebenso deutlich ausgeprägt wie bei
offenem Lichtweg (Abbildung 6a). Allerdings ist das LDF-Signal bei geschlossenem
Lichtweg besonders tagsüber häufig annähernd Null, während das LDF-Signal bei
freiem Lichtweg auch tagsüber nicht Null erreicht.
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Abbildung 6: Messung bei offenem (a) und geschlossenem (b) Lichtweg
Dargestellt werden die absoluten 5-Minuten-Werte der Originalmessung zweier parallel
untersuchter Sprague Dawley Ratten. Der CBF wird in Laser-Doppler-Einheiten, die
Herzfrequenz in min-1, die motorische Aktivität in Impulse * (5min)-1 und der systolische und
diastolische Blutdruck in mmHg angegeben. Die Darstellung zeigt drei aufeinanderfolgende
Messtage. HF=Herzfrequenz; AKT=Aktivität; DBP=Diastolischer Blutdruck;
SBP=Systolischer Blutdruck; CBF=Cerebraler Blutfluss;
Schwarze horizontale Balken = Licht aus (19 - 7 Uhr); weiße Balken = Licht an (7 - 19 Uhr).
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(A)
(B)
Tabelle 2: Rhythmusauswertung mit verschiedenen Periodenlängen
Gezeigt ist die Rhythmusauswertung der vorgegebenen Periodenlängen 24, 12, 8, 6, 4,8 und 4
Stunden. Je drei Tiere mit offenem (A) und geschlossenem Lichtweg (B) wurden analysiert.
Angegeben sind die F-Werte für signifikante Periodenlängen (F = 3,00 entspricht dabei einem
p von 0,05). Herzfrequenz (HR) in min-1, Aktivität (AKT) in Impulse * (5min)-1, diastolischer
(DBP) und systolischer Blutdruck (SBP) in mmHg, Cerebraler Blutfluss (CBF) in Laser-
Doppler-Einheiten
SD09 (5 Tage) Perioden HR AKT DBP SBP CBF
24,00 2029,54 122,04 538,10 481,23 925,81
12,00 10,95 3,46 - 9,55 4,07
8,00 179,67 38,80 64,01 18,34 119,12
6,00 36,56 8,85 24,63 9,34 29,92
4,80 32,46 6,11 42,66 23,94 49,50
4,00 57,96 8,89 78,66 42,31 62,69
SD11 (7 Tage) Perioden HR AKT DBP SBP CBF
24,00 2456,85 195,16 725,73 368,13 937,60
12,00 11,92 27,28 38,58 72,11 23,81
8,00 184,60 20,32 51,43 50,73 164,06
6,00 99,72 22,70 47,69 57,29 92,74
4,80 10,94 3,67 20,63 20,32 11,99
4,00 65,53 20,00 45,09 43,59 51,99
SD13 (3 Tage) Perioden HR AKT DBP SBP CBF
24,00 2194,34 55,17 689,64 464,54 227,35
12,00 - 16,33 13,40 7,95 34,00
8,00 126,49 7,03 31,26 18,96 17,50
6,00 8,34 15,87 3,39 3,19 22,14
4,80 60,86 10,40 11,89 8,60 45,72
4,00 31,20 11,68 13,94 7,65 17,37
SD10 (5 Tage) Perioden HR AKT DBP SBP CBF
24,00 1277,12 120,99 1074,28 849,60 462,80
12,00 28,34 - 41,42 44,51 20,26
8,00 119,72 15,50 63,21 55,70 48,61
6,00 6,37 10,30 38,24 41,44 30,91
4,80 20,85 - 9,51 9,16 3,49
4,00 152,05 31,10 92,46 78,17 69,76
SD12 (7 Tage) Perioden HR AKT DBP SBP CBF
24,00 3227,56 246,91 793,67 574,11 552,22
12,00 11,59 3,48 34,65 31,47 5,68
8,00 267,40 55,08 62,86 54,85 105,35
6,00 175,89 78,83 124,71 129,57 127,84
4,80 131,59 61,38 69,39 69,16 74,01
4,00 28,60 4,37 11,58 11,40 23,86
SD14 (3Tage) Perioden HR AKT DBP SBP CBF
24,00 964,09 139,46 265,97 232,08 535,75
12,00 24,57 4,36 22,11 35,71 13,42
8,00 31,36 10,19 7,81 4,99 18,31
6,00 52,30 15,41 19,41 25,52 59,22
4,80 158,14 30,13 101,78 88,52 110,88
4,00 181,37 56,10 139,33 103,03 183,22
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Die Rhythmusanalyse ergab signifikante Rhythmen für alle gemessenen Parameter.
Dabei war die 24h-Komponente bei allen Ratten und in allen Parametern die bei
weitem dominante Schwingung (Tabelle 2). In Tabelle 3 sind deshalb die Parameter
für die 24h-Periodenlänge als Mittelwerte für jeweils 3 Tiere dargestellt.
Der Vergleich zwischen den telemetrisch gemessenen Parametern bei freiem und
geschlossenem Lichtweg zeigt keinen signifikanten Unterschied. Das LDF-Signal
zeigt bei geschlossenem Lichtweg im Vergleich zum freien Lichtweg einen deutlich
geringeren Mesor bei gleicher absoluter Amplitudenhöhe. Dadurch ist die
Amplitudenhöhe in Prozent des Mesor ausgedrückt bei geschlossenem Lichtweg
deutlich größer, der Unterschied ist aber nicht signifikant. Die Acrophase ist bei
geschlossenem Lichtweg verspätet und näher der Acrophase der Aktivität als die des
LDF-Signals bei offenem Lichtweg. Der t-Test zeigt aber auch hier keinen
signifikanten Unterschied.
Tabelle 3: Rhythmusanalyse bei offenem und geschlossenem Lichtweg
Statistische Analyse der telemetrisch gemessenen Daten (Herzfrequenz (HF) in min-1,
Aktivität (AKT) in Impulse * (5min)-1, diastolischer (DBP) und systolischer Blutdruck(SBP)
in mmHg) und Laser Doppler Flow (LDF) Signale (Laser-Doppler-Einheiten) aus im Mittel 5
Tage dauernder kontinuierlicher Messung in Sprague Dawley Ratten.
Die Werte sind angegeben als Mittelwerte ± SEM. Vergleich von Versuchen mit offenem und
geschlossenem Lichtweg (je n=3). Dargestellt sind die Ergebnisse für den in allen Tieren
dominanten 24h Rhythmus (siehe Tabelle 2).
Parameter Lichtweg Mesor Amplitude Acrophase Amplitude(% Mesor)
HF frei 364,8 ±10,7 42,3 ± 2,4 0,9 ± 0,1 11,6 ± 0,7
geschlossen 346,5 ± 9,2 39,6 ± 3,3 1,0 ± 0,1 11,4 ± 0,7
AKT frei 2,0 ± 0,3 1,4 ± 0,1 1,3 ± 0,5 72,5 ± 6,4
geschlossen 2,4 ± 0,4 1,8 ± 0,4 1,5 ± 0,3 75,4 ± 3,3
DBP frei 80,2 ± 1,6 3,5 ± 0,3 2,3 ± 0,8 4,3 ± 0,4
geschlossen 86,7 ± 6,5 4,9 ± 0,9 2,0 ± 0,1 5,6 ± 0,7
SBP frei 106,7 ± 2,7 3,1 ± 0,3 4,3 ± 0,9 2,9 ± 0,3
geschlossen 113,2 ± 1,5 4,3 ± 0,6 3,3 ± 0,3 3,8 ± 0,5
LDF frei 127,5 ±30,1 32,6 ± 5,5 0,6 ± 0,3 32,8 ± 15,2
geschlossen 48,1 ±16,7 34,6 ± 14,1 2,0 ± 0,4 69,0 ± 4,9
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Die Rhythmik, die bei geschlossenem Lichtweg im LDF-Signal gezeigt wurde und
offensichtlich als Bewegungsartefakt zu verstehen ist, muss auch bei der
Betrachtung bei offenem Lichtweg berücksichtigt werden.
Die beiden jeweils parallel gemessenen Tiere bewegen sich zwar grundsätzlich im
Mittel tagsüber weniger als nachts (Tabelle 3), doch im Minutenbereich nicht so
konstant parallel, dass eine Differenzbildung der beiden LDF-Werte möglich wäre als
Darstellung für den korrekten CBF.
Ein Maß für die Bewegung des Tieres und damit auch für das Artefaktsignal im LDF-
Wert ist die telemetrisch gemessene Aktivität des Tieres. Die Rhythmusanalyse
wurde daher für die Untersuchungen mit offenem und geschlossenem Lichtweg
wiederholt, wobei nur die Werte der 5-Minuten-Abschnitte eingeschlossen wurden, in
denen die telemetrisch gemessene Lokomotionsaktivität einen festgelegten Wert
unterschreitet. Dadurch fallen Messzeitpunkte aus der Analyse heraus (Abbildung 7),
wobei die Anzahl der eliminierten Messzeiten im Vergleich der Tiere untereinander
aber sehr ähnlich ist, wie die geringe Standardabweichung in Abbildung 7 zeigt. Bei
Berechnungen mit Messungen, die ausschließlich Phasen mit Aktivität = 0 enthalten,
bleiben etwa 70% der Messungen bestehen und damit ausreichend viele Werte
berücksichtigt für eine Rhythmusanalyse. Um den Einfluss des Bewegungsartefakts
auf die LDF-Messung so vollständig wie möglich zu verringern, wurden für die
weitere Analyse nur Messungen berücksichtigt, bei denen die Aktivität = 0 war.
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Abbildung 7: Anteil der verschiedenen Aktivitätslevel an 24h-Messung
Dargestellt ist dunkel jeweils der Anteil der Messungen, bei denen die telemetrisch
gemessene Aktivität £ dem Wert unter dem jeweiligen Balken auf der x-Achse ist – hell der
Anteil, der aus der Analyse wegfällt, wenn nur Messungen berücksichtigt wurden, bei denen
die Aktivität £ dem Wert der x-Achse ist.
Gezeigt sind Werte in Prozent ± SEM von n=6 Tieren aus der Versuchsreihe 1.
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Die Darstellung der Parameter bei Ausschluss von Werten, zu deren Zeitpunkt die
telemetrisch gemessene Aktivität ungleich 0 war, zeigt Abbildung 8. Die circadiane
Komponente scheint sowohl in den telemetrisch gemessenen Parametern als auch
im LDF erhalten zu bleiben. Das LDF-Signal bei geschlossenem Lichtweg zeigt also
immer noch einen deutlichen Tag-Nacht-Unterschied. Insbesondere nachts bleiben
Spitzenwerte erhalten. Dies spricht dafür, dass bei dieser Art der Analyse weiterhin
artefaktabhängige Störeinflüsse bestehen bleiben.
Die telemetrisch gemessene Aktivität des Tieres wird über den im Bauch des Tieres
implantierten Sender erfasst und ist damit ein Maß für die Lokomotion. Die erhaltene
artifizielle Rhythmik bei Aktivität=0 könnte durch Kopfbewegungen beim Putzen,
Fressen etc. des Tieres verursacht werden.
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Abbildung 8: Analyse der Messdaten bei offenem (a) und geschlossenem (b)
Lichtweg nach Elimination aller Messphasen mit Aktivität > 0
Dargestellt werden die absoluten 5-Minuten-Werte der Originalmessung zweier parallel
untersuchter Sprague Dawley Ratten. Der CBF wird in Laser-Doppler-Einheiten, die
Herzfrequenz in min-1, die motorische Aktivität in Impulse * (5min)-1 und der systolische und
diastolische Blutdruck in mmHg angegeben. Die Darstellung zeigt drei aufeinanderfolgende
Messtage. HF=Herzfrequenz; AKT=Aktivität; DBP=Diastolischer Blutdruck;
SBP=Systolischer Blutdruck; CBF=Cerebraler Blutfluss;
Schwarze horizontale Balken = Licht aus (19 - 7 Uhr); weiße Balken = Licht an (7 - 19 Uhr).
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Tabelle 4: Rhythmusauswertung mit verschiedenen Periodenlängen nach
Elimination aller Messphasen mit Aktivität > 0
Gezeigt ist die Rhythmusauswertung der vorgegebenen Periodenlängen 24, 12, 8, 6, 4,8 und 4
Stunden. Zeitabschnitte mit null Aktivität bei offenem (A) und geschlossenem Lichtweg (B)
für je drei Tiere wurden analysiert. Angegeben sind die F-Werten für signifikante Perioden-
längen (F = 3,00 entspricht dabei einem p von 0,05). Herzfrequenz (HR) in min-1, Aktivität
(AKT) in Impulse * (5min)-1, diastolischer (DBP) und systolischer Blutdruck (SBP) in
mmHg, Cerebraler Blutfluss (CBF) in Laser-Doppler-Einheiten
SD09 (5 Tage) Perioden HR DBP SBP CBF
24,00 1490,14 350,61 368,37 530,09
12,00 9,54 - 4,80 -
8,00 108,93 31,70 9,39 56,32
6,00 28,88 24,30 8,97 21,50
4,80 21,49 24,13 15,08 27,09
4,00 26,11 50,69 27,19 37,53
SD11 (7 Tage) Perioden HR DBP SBP CBF
24,00 1717,80 438,85 209,56 560,41
12,00 14,69 6,94 22,37 7,68
8,00 123,24 27,41 22,43 91,53
6,00 49,14 20,89 22,60 32,17
4,80 - 6,51 4,74 -
4,00 25,16 16,89 15,05 7,71
SD13 (3 Tage) Perioden HR DBP SBP CBF
24,00 1821,76 410,25 281,00 144,54
12,00 11,18 18,74 12,39 6,76
8,00 81,97 11,98 8,12 6,70
6,00 10,49 3,62 - -
4,80 37,71 4,17 4,10 11,17
4,00 16,78 7,40 - -
SD10 (5 Tage) Perioden HR DBP SBP CBF
24,00 962,44 734,85 554,11 254,47
12,00 7,27 14,90 15,21 9,83
8,00 75,24 35,43 33,19 24,67
6,00 12,72 27,74 26,94 14,12
4,80 21,67 9,42 12,52 12,82
4,00 108,75 59,36 47,86 61,98
SD12 (7 Tage) Perioden HR DBP SBP CBF
24,00 2201,75 344,94 222,88 253,24
12,00 - 36,09 33,20 7,16
8,00 176,85 48,51 35,85 67,12
6,00 134,73 63,60 65,49 56,83
4,80 97,07 47,87 45,14 23,96
4,00 34,64 7,60 5,39 13,56
SD14 (3Tage) Perioden HR DBP SBP CBF
24,00 467,66 75,53 66,43 163,16
12,00 4,10 9,00 10,45 5,50
8,00 25,60 6,10 4,07 25,66
6,00 34,43 8,77 11,63 23,79
4,80 92,83 58,73 39,23 51,73
4,00 71,17 58,83 45,47 61,62
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In Tabelle 4 sind die signifikanten Periodenlängen und zugehörigen F-Werte
dargestellt. Auch bei Analyse nur der Messphasen ohne telemetrisch nachweisbare
Aktivität ist in allen Tieren die 24h-Komponente weiterhin die stärkste Periode
(Tabelle 4). Die Gruppenanalyse der Parameter zeigt Tabelle 5.
Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied in den telemetrisch gemessenen
Parametern. Auch bei Berücksichtigung nur der Messzeiten ohne Aktivität bleibt die
circadiane Rhythmik vorhanden. Bei den LDF-Messungen bleibt die verspätete
Acrophase bei geschlossenem im Vergleich zum offenen Lichtweg erhalten, der t-
Test zeigt aber weiterhin keinen signifikanten Unterschied.
Im Vergleich zu Tabelle 3 ist der Mesor in den einzelnen Parametern etwas
verringert. Zum besseren Vergleich zeigt Tabelle 6 die Gegenüberstellung der
Auswertung bei freiem Lichtweg bei Berücksichtigung aller Werte gegenüber der
Analyse nach Elimination der Messphasen mit Aktivität > 0.
Tabelle 5: Vergleich der Rhythmusanalyse nach Elimination von Messphasen mit
Aktivität > 0 von freiem zu geschlossenem Lichtweg
Statistische Analyse der telemetrisch gemessenen Daten (Herzfrequenz (HF) in min-1,
diastolischer (DBP) und systolischer Blutdruck(SBP) in mmHg) und Laser Doppler Flow
(LDF) Signale (Laser-Doppler-Einheiten) aus im Mittel 5 Tage dauernder kontinuierlicher
Messung in Sprague Dawley Ratten.
Die Werte sind angegeben als Mittelwerte ± SEM. Vergleich von Versuchen mit offenem und
geschlossenem Lichtweg (je n=3). Dargestellt sind die Ergebnisse für den in allen Tieren
dominanten 24h Rhythmus (siehe Tabelle 4).
Parameter Lichtweg Mesor Amplitude Acrophase Amplitude(% Mesor)
HF frei 353,3 ± 7,3 42,2 ±5,4 0,6 ±0,6 11,9 ± 1,4
geschlossen 335,2 ± 9,5 34,7 ±3,5 0,8 ±0,1 10,3 ± 0,8
DBP frei 79,5 ± 1,4 3,4 ±0,3 2,2 ±0,9 4,2 ± 0,4
geschlossen 85,0 ± 6,2 3,9 ±0,8 1,6 ±0,4 4,6 ± 0,9
SBP frei 105,8 ± 2,4 3,1 ±0,2 3,6 ±1,4 2,9 ± 0,2
geschlossen 111,7 ± 1,1 3,4 ±0,7 3,2 ±0,1 3,0 ± 0,6
LDF frei 109,4 ± 29,2 25,7 ±4,2 0,0 ±0,8 31,3 ± 14,7
geschlossen 27,1 ± 7,2 20,3 ±6,5 1,7 ±0,3 72,8 ± 4,2
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Tabelle 6: Vergleich der Rhythmusanalyse bei Berücksichtigung aller Werte
gegenüber der Analyse nach Elimination der Messphasen mit Aktivität > 0 bei
offenem Lichtweg
Statistische Analyse der telemetrisch gemessenen Daten (Herzfrequenz (HF) in min-1,
diastolischer (DBP) und systolischer Blutdruck(SBP) in mmHg) und Laser Doppler Flow
(LDF) Signale (Laser-Doppler-Einheiten) aus im Mittel 5 Tage dauernder kontinuierlicher
Messung in Sprague Dawley Ratten.
Die Werte sind angegeben als Mittelwerte ± SEM mit je n=3. Dargestellt sind die Ergebnisse
für den in allen Tieren dominanten 24h Rhythmus. Die Werte sind den Tabellen 3 und 5
entnommen.
Parameter Mesor Amplitude Acrophase Amplitude(% Mesor)
HF alle Werte 364,8 ± 10,7 42,3 ±2,4 0,9±0,1 11,6 ± 0,7
Akt=0 353,3 ± 7,3 42,2 ±5,4 0,6±0,6 11,9 ± 1,4
DBP alle Werte 80,2 ± 1,6 3,5 ±0,3 2,3±0,8 4,3 ± 0,4
Akt=0 79,5 ± 1,4 3,4 ±0,3 2,2±0,9 4,2 ± 0,4
SBP alle Werte 106,7 ± 2,7 3,1 ±0,3 4,3±0,9 2,9 ± 0,3
Akt=0 105,8 ± 2,4 3,1 ±0,2 3,6±1,4 2,9 ± 0,2
LDF alle Werte 127,5 ± 30,1 32,6 ±5,5 0,6±0,3 32,8 ± 15,2
Akt=0 109,4 ± 29,2 25,7 ±4,2 0,0±0,8 31,3 ± 14,7
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass im LDF-Signal auch nach Elimination aller
Messphasen mit einer Lokomotionsaktivität >0 eine artifizielle circadiane Periodik
nachweisbar bleibt. Diese unterscheidet sich im zeitlichen Auftreten der Acrophase in
den einzelnen Analysegruppen. Auch wenn vermutlich immer noch das LDF-Signal
nicht exakt dem CBF entspricht, so lässt doch Abbildung 9 vermuten, dass die
Acrophase des (artefaktfreien) CBF vor 24:00 Uhr liegt.
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Abbildung 9: Position der Acrophase in den einzelnen Analysegruppen
Dargestellt ist auf der x-Achse die Beeinflussung des LDF-Signals durch die Aktivität – von
links nach rechts zunehmender Anteil des Bewegungsartefakts am LDF-Signal.
Auf der Ordinate (Zeitachse) angegeben ist das Auftreten der Acrophasen ± SEM bei den
verschiedenen Analysegruppen (je n=3).
3.1.3. Versuchsreihe 2 mit Simultanmessung zweier Fasern in einem Tier
Die Ergebnisse der Versuchsreihe 1 haben gezeigt, dass in dem LDF-Signal eine
artifizielle rhythmische Komponente enthalten ist. Dieser Artefakt muss offensichtlich
im individuellen Tier erfasst werden. Daher wurden in der Versuchsreihe 2 in einem
Tier zwei Sonden gleichzeitig eingesetzt: eine Sonde in die Faserhalterung am Kopf,
um das CBF-Signal, verfälscht um den Bewegungsartefakt, zu detektieren, die
andere Sonde kurz vor der Halterung endend und damit nur den Bewegungsartefakt
registrierend. Durch den Einsatz dieser beiden Sonden in der geschilderten
Anordnung in einem Tier sollte der Artefakt in derselben hohen zeitlichen Auflösung
gemessen werden können wie das CBF-Signal.
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Wenn die Differenz von LDFtotal und LDFartefakt den Wert des CBF beschreiben soll,
muss die simultane Registrierung des Artefakts in der Differenzbildung Null ergeben.
Bei einer Ratte wurde daher auch die Sonde in ihrer Halterung von der Lamina
interna weggezogen. Eine Registrierung des CBF war damit nicht mehr möglich. Die
Abbildung 10 zeigt den um 0 schwankenden Differenzwert. Der Mittelwert ± SD der
Differenz LDFtotal-LDFartefakt ist –3,8 ± 10,0 bzw. 3,8 ± 10,0 für die Differenz LDFartefakt-
LDFtotal (jeweils 41h Messung).
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Abbildung 10: Simultane Messung des Artefaktsignals mit zwei LDF-Sonden
Dargestellt werden absolute Einzelwerte (1 Wert pro min) der Originalmessung bei einer
Sprague Dawley Ratte über 41 Stunden, bei der eine Sonde in der Halterung so weit nach
oben gezogen worden war (a), dass auch mit dieser nicht mehr im Gewebe gemessen werden
konnte, während die andere Sonde oberhalb der Halterung über dem Kopf endete (b). Die
Differenz beider Messungen ist in (a) als LDFtotal-LDFartefakt und in (b) als LDFartefakt-LDFtotal
gezeigt.
Schwarze horizontale Balken = Licht aus (von 19 bis 7 Uhr); weiße Balken = Licht an (von 7
bis 19 Uhr).
(b)
(a)
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Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Differenz der beiden LDF-Werte über
einen Einsatz von zwei Sonden wie beschrieben in einem Tier eine bessere
Artefaktelimination ermöglicht als über die Lokomotionsaktivität, wurde diese
Methode für die Langzeitaufzeichnung des CBF in der Versuchsreihe 2 genutzt. Zur
Validierung der Methode wurden zunächst einige Tiere ohne vorherige Implantation
eines Telemetriesenders untersucht.
3.1.3.1 Versuchsreihe 2: Messungen an SDR
Abbildung 11 zeigt eine Originalregistrierung mit zwei Sonden für eine Sprague
Dawley Ratte. Die Darstellung des LDFCBF zeigt dabei weiterhin eine deutliche
rhythmische Komponente. Im Vergleich zu der LDFtotal-Darstellung und auch zu den
Ergebnissen der Versuchsreihe 1 fällt auf, dass diese Darstellung viel weniger und
kleinere vom Grundwert abweichende Spitzenwerte zeigt, damit also von dem
Artefaktsignal sehr gut bereinigt scheint.
Die Ergebnisse der Rhythmusanalyse zeigen vergleichbare Ergebnisse zu den
Messungen in der Versuchsreihe 1 mit der 24h-Periodik als dominantem Rhythmus.
Dies gilt auch für den LDFCBF. Nach Tabelle 7 tritt die Acrophase des LDFCBF der
SDR um 22:30 Uhr ± 1:36h auf und liegt damit vor Mitternacht, wie dies schon
Abbildung 9 vermuten ließ. Die telemetrisch gemessenen Parameter sind wie
erwartet unverändert zu denen der Versuchsreihe 1. Die Amplitudengröße in Prozent
der Abweichung vom Mittelwert liegt beim LDFCBF bei 10,1% ± 1,5% und ist damit
ähnlich der Ausprägung der Herzfrequenz (10,6% ± 2,4%) und sogar deutlich größer
als die Werte für den systolischen (2,2% ± 0,5%) und diastolischen Blutdruck (3,7% ±
0,5%). Nur die Amplitudengröße in Prozent der Abweichung vom Mittelwert der
Aktivität liegt noch höher (60,4% ± 3,0%) als die des LDFCBF.
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Abbildung 11: Originaldarstellung mit zwei LDF-Sonden pro Tier bei einer Sprague
Dawley Ratte (SDR)
Dargestellt sind die absoluten 5-Minuten-Werte der Originalmessung. LDFtotal, LDFartefakt und
LDFCBF = LDFtotal - LDFartefakt werden in Laser-Doppler-Einheiten (a), die Herzfrequenz (HF)
in min-1, die motorische Aktivität (AKT) in Impulse * (5min)-1 und systolischer (SBP) und
diastolischer Blutdruck (DBP) in mmHg (b) angegeben. Die Darstellung zeigt drei
aufeinanderfolgende Messtage.
Schwarze horizontale Balken = Licht aus (19 - 7 Uhr); weiße Balken = Licht an (7 - 19 Uhr).
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Tabelle 7: Rhythmusanalyse bei Sprague Dawley Ratten (SDR) bei Messung mit
zwei Fasern pro Tier
Statistische Analyse der LDF-Werte und telemetrisch gemessenen Signale. Die Werte sind
angegeben als Mittelwerte ± SEM. Messdauer LDF (n=8): im Mittel 3,8 ± 0,6 Tage;
Messdauer Telemetrie (n=4): im Mittel 3,8 ± 0,6 Tage
Dargestellt sind die Ergebnisse für den in allen Tieren dominanten 24h Rhythmus. LDF-
Signale in Laser-Doppler-Einheiten: LDFtotal = Sonde auf Lamina interna; LDFartefakt = Sonde
endet über Halterung; LDFCBF = LDFtotal - LDFartefakt; Herzfrequenz (HF) in min-1, Aktivität
(AKT) in Impulse * (5min)-1, diastolischer (DBP) und systolischer Blutdruck (SBP) in mmHg
Parameter Mesor Amplitude Acrophase Amplitude (%Mesor)
LDFtotal 203,6 ± 40,5 31,0±3,8 24,1±0,3 18,2±2,9
LDFart 28,0 ± 6,0 17,9±4,6 25,0±0,7 59,5±6,9
LDFCBF 175,6 ± 41,1 17,8±4,0 22,5±1,4 10,1±1,5
HF 351,6 ± 16,3 36,1±6,7 0,7±0,1 10,6±2,4
AKT 14,0 ± 1,4 8,5±1,0 1,7±0,1 60,4±3,0
DBP 85,3 ± 0,5 3,1±0,4 2,4±0,4 3,7±0,5
SBP 114,8 ± 1,3 2,5±0,6 4,2±0,3 2,2±0,5
Die Tabelle 7 zeigt eine sehr hohe Varianz der LDF-Werte. Diese LDF-Werte sind
aber keine absoluten Perfusionswerte sondern sog. Arbitrary units (AU). Der
Ausgangswert der LDF-Messung ist bei den einzelnen Tieren unterschiedlich,
abhängig von der exakten Position über dem Gehirn und der Gefäßstruktur im
jeweils gemessenen Gewebevolumen. Deshalb wurde für die Langzeit-Darstellung
zum Vergleich der gewonnenen Daten für jedes einzelne Tier und jeden Tag der 24-
h-Mittelwert für jeden Messparameter berechnet und davon dann die Abweichung in
Prozent von diesem Mittelwert für alle 5-Minuten-Werte. Mit dieser Methode haben
nun alle Tiere in allen Parametern den gleichen 24h-Mittelwert von 100%.
Um den Tagesmittelwert nicht zu verfälschen, wurden nur Messtage in die Analyse
eingeschlossen, für die über die ganzen 24h Messwerte vorhanden waren. Nicht alle
Messungen konnten über einen gleich langen Zeitraum durchgeführt werden.
Deshalb stehen nicht für alle Tage nach Messbeginn die gleiche Anzahl von Tieren
für die Analyse zur Verfügung. Für die LDF-Parameter mit n=8 Tieren konnten an
Tag1=7, Tag2=7, Tag3=5, Tag4=5 und Tag5=3 Tiere in die Auswertung
eingeschlossen werden, für die telemetrisch erfassten Parameter mit n=5 Tieren an
Tag1=4, Tag2=5, Tag3=3, Tag4=3 und Tag5=2 Tiere.
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Abbildung 12: Ergebnis der Langzeitaufzeichnung bei Sprague Dawley Ratten
(SDR) in Versuchsreihe 2 (siehe vorhergehende Seite)
Gezeigt sind die Daten als Abweichung in Prozent der Stundenmittelwerte vom jeweiligen
24h-Tagesmittelwert aus Messung über fünf aufeinanderfolgenden Tagen bei SDR. LDF%total
= Sonde auf Lamina interna; LDF%artefakt = Sonde endet über Halterung; LDF%CBF =
LDF%total – LDF%artefakt; HF% = Herzfrequenz; AKT% = Aktivität; DBP% = diastolischer
Blutdruck; SBP% = systolischer Blutdruck. Werte angegeben als Mittelwerte ± SEM.
(LDF: n=8; Tag1=7; Tag2=7; Tag3=5; Tag4=5; Tag5=3;) (Telemetrie: (n=5; Tag1=4;
Tag2=5; Tag3=3; Tag4=3; Tag5=1;))
Schwarze horizontale Balken = Licht aus (19 - 7 Uhr); weiße Balken = Licht an (7 - 19 Uhr).
In der Abbildung 12 ist die Langzeitmessung für alle Parameter dargestellt als %-
Abweichung des jeweiligen Stundenmittelwerts vom zugehörigen 24h-Mittelwert ±
SEM. Der circadiane Rhythmus ist in allen Parametern deutlich zu sehen.
Signifikante Anpassungen wurden in der Rhythmusanalyse auch für ultradiane
Rhythmen gefunden. Um die genauen Periodenlängen zu untersuchen, wurde eine
Spektralanalyse mit diesen Daten durchgeführt. Abbildung 13 zeigt das Ergebnis für
die SDR. Die Werte der höchsten Peaks und damit stärksten Rhythmuskomponenten
sind in Tabelle 8 dargestellt. Die telemetrisch erfassten Parameter zeigen deutlich
die 24h-Periode als einzige signifikante Schwingung. Es werden zwar noch im
ultradianen Bereich (bei etwa 8 und 12h) Spitzenwerte dargestellt, diese erreichen
aber das Signifikanzniveau nicht. Die LDF-Parameter zeigen ebenfalls nur im
Bereich circadianer Periodenlängen ein signifikantes Maximum. Auch hier erreichen
die kleinen Peaks im Bereich von etwa 8h und 12h das Signifikanzniveau nicht. Der
LDFCBF zeigt zwei Maxima im circadianen Bereich bei 22,2 und 27,6 Stunden.
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Abbildung 13: Spektralanalyse der Periodenlängen der rhythmischen Komponenten
Gezeigt sind die Periodogramme der Analyse aus den Daten für die Langzeitbeobachtung
(Mittelwerte) von Sprague Dawley Ratten (SDR) in Versuchsreihe 2. Auf der x-Achse ist die
Periodenlänge in Stunden logarithmisch angegeben, auf der y-Achse die zugehörige Power.
Die Grenze von p = 0,05 ist ebenfalls angegeben. Alle oberhalb dieser Grenze liegenden
Punkte sind signifikant für p < 0,05.
LDF-Signale in Laser-Doppler-Einheiten: LDFtotal = Sonde auf Lamina interna; LDFartefakt =
Sonde endet über Halterung; LDFCBF = LDFtotal - LDFartefakt; Herzfrequenz (HF) in min-1,
Aktivität (AKT) in Impulse * (5min)-1, diastolischer (DBP) und systolischer Blutdruck (SBP)
in mmHg
p=0,05
Power
Periodenlänge [h]
SBP DBP HF AKT
p=0,05
Periodenlänge [h]LDFtotal LDFartefakt LDFCBF
Power
43
Tabelle 8: Die signifikanten Perioden des Lomb-Scargle-Periodogramms für SDR
Dargestellt sind die Spitzenwerte der Periodenlängen, für die im Lomb-Scargle-Peridogramm
in Abbildung 13 die höchste Power gefunden wurde. Die p-Werte für die aufgelisteten
Periodenlängen sind allesamt < 0,001.
LDF-Signale in Laser-Doppler-Einheiten: LDFtotal = Sonde auf Lamina interna; LDFartefakt =
Sonde endet über Halterung; LDFCBF = LDFtotal - LDFartefakt; Herzfrequenz (HF) in min-1,
Aktivität (AKT) in Impulse * (5min)-1, diastolischer (DBP) und systolischer Blutdruck (SBP)
in mmHg
3.1.3.2 Versuchsreihe 2: Messungen an TGR
Um zu untersuchen, inwieweit die Rhythmik der Kreislaufparameter einen Einfluss
auf die Rhythmik des CBF hat, wurden Langzeitmessungen mit zwei Sonden in
einem Tier auch mit (mRen2)27 transgenen Ratten (TGR) durchgeführt. Diese Tiere
weisen, wie auch in Abbildung 14b zu erkennen ist, einen inversen Rhythmus des
Blutdrucks auf. Die Tiere bleiben aber weiterhin nachtaktiv, hier liegt wie bei den
SDR die Hauptaktivitätsphase der Tiere.
Der LDFCBF zeigt auch bei den TGR eine rhythmische Komponente mit der
Acrophase bei 0,7 ± 0,4h (Tabelle 9), die damit zeitlich nach der Acrophase der
Herzfrequenz (22,5 ± 0,6h), aber deutlich vor der der Aktivität (2,7 ± 1,2h) liegt.
Die Amplitudengröße in Prozent als Abweichung vom Mittelwert liegt beim LDFCBF
bei 10,7% ± 1,4% und ist damit größer als bei der Herzfrequenz (5,3% ± 0,7%) und
dem systolischen (3,9% ± 0,5%) und diastolischen Blutdruck (5,0% ± 0,6%). Nur die
Aktivität zeigt eine größere Amplitude im Verhältnis zum Mittelwert von 53,5% ±
5,8%.
Parameter Periodenlänge [h] Power
LDFtotal 1. Max 24,08 49,36
LDFart 1. Max 23,83 49,49
LDFCBF 1. Max 22,21 15,61
2. Max 27,57 14,18
SBP 1. Max 24,10 34,19
DBP 1. Max 24,10 23,82
HF 1. Max 24,10 48,02
AKT 1. Max 24,10 28,67
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Abbildung 14: Originaldarstellung mit zwei LDF-Sonden pro Tier bei einer
(mRen2)27 transgenen Ratten (TGR)
Dargestellt sind die absoluten 5-Minuten-Werte der Originalmessung. LDFtotal, LDFartefakt und
LDFCBF = LDFtotal - LDFartefakt werden in Laser-Doppler-Einheiten (arbitrary units) (a), die
Herzfrequenz (HF) in min-1, die motorische Aktivität (AKT) in Impulse * (5min)-1 und
systolischer (SBP) und diastolischer Blutdruck (DBP) in mmHg (b) angegeben. Die
Darstellung zeigt drei aufeinanderfolgende Messtage.
Schwarze horizontale Balken = Licht aus (19 - 7 Uhr); weiße Balken = Licht an (7 - 19 Uhr).
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Tabelle 9: Rhythmusanalyse bei (mRen2)27 transgenen Ratten (TGR) bei Messung
mit zwei Fasern pro Tier
Statistische Analyse der Laser Doppler Flow (LDF) und Telemetrie-Signale in (mRen2)27
transgenen Ratten (TGR). Die Werte sind angegeben als Mittelwerte ± SEM. Messdauer LDF
und Telemetrie (n=7): im Mittel 4,5 ± 0,6 Tage
Dargestellt sind die Ergebnisse für den in allen Tieren dominanten 24h Rhythmus. LDF-
Signale in Laser-Doppler-Einheiten: LDFtotal = Sonde auf Lamina interna; LDFartefakt = Sonde
endet über Halterung; LDFCBF = LDFtotal - LDFartefakt; Herzfrequenz (HF) in min-1, Aktivität
(AKT) in Impulse * (5min)-1, diastolischer (DBP) und systolischer Blutdruck (SBP) in mmHg
Parameter Mesor Amplitude Acrophase Amplitude (%Mesor)
LDFtotal 174,6 ± 33,3 25,5 ± 3,4 0,9±0,3 15,7± 1,6
LDFart 22,9 ± 2,8 10,8 ± 1,4 1,2±0,3 49,9± 5,9
LDFCBF 151,7 ± 32,9 14,9 ± 2,4 0,7±0,4 10,7± 1,4
HF 354,6 ± 5,5 18,6 ± 2,3 22,5±0,6 5,3± 0,7
AKT 11,4 ± 1,3 5,5 ± 0,5 2,7±1,2 53,5± 5,8
DBP 136,2 ± 5,4 6,8 ± 0,8 9,3±1,0 5,0± 0,6
SBP 188,0 ± 5,6 7,4 ± 1,0 9,7±0,6 3,9± 0,5
Auch für die TGR wurden die prozentualen Abweichungen der Stundenmittelwerte
vom 24h-Mittelwert ± SEM berechnet. Für die LDF- sowie telemetrisch gemessenen
Parameter mit jeweils n=7 Tieren konnten an Tag1=7, Tag2=7, Tag3=7, Tag4=4 und
Tag5=3 Tiere in die Auswertung eingeschlossen werden. Diese Mittelwerte der
Langzeitaufzeichnungen für die TGR sind in Abbildung 15 gezeigt. In allen
Parametern ist der circadiane Rhythmus deutlich zu sehen.
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Abbildung 15: Ergebnis der Langzeitaufzeichnung bei (mRen2)27 transgenen
Ratten (TGR) in Versuchsreihe 2 (siehe vorhergehende Seite)
Gezeigt sind die Daten als Abweichung in Prozent der Stundenmittelwerte vom jeweiligen
24h-Tagesmittelwert aus Messung über fünf aufeinanderfolgenden Tagen bei TGR. LDF%total
= Sonde auf Lamina interna; LDF%artefakt = Sonde endet über Halterung; LDF%CBF =
LDF%total – LDF%artefakt; HF% = Herzfrequenz; AKT% = Aktivität; DBP% =
diastolischer Blutdruck; SBP% = systolischer Blutdruck. Die Werte sind angegeben als
Mittelwerte ± SEM. (n=7; Tag1=7; Tag2=7; Tag3=7; Tag4=4; Tag5=3;)
Schwarze horizontale Balken = Licht aus (19 - 7 Uhr); weiße Balken = Licht an (7 - 19 Uhr).
Die Ergebnisse der Spektralanalyse für die in Abbildung 15 dargestellten Daten aus
der Langzeitaufzeichnung der Versuchsreihe 2 für die TGR zeigt Abbildung 16. Die
Werte der höchsten Peaks und damit stärksten Rhythmuskomponenten sind in
Tabelle 10 dargestellt. Die telemetrisch erfassten Parameter zeigen deutlich die 24h-
Periode als einzige signifikante Schwingung. Es werden zwar noch im ultradianen
Bereich (bei etwa 4, 6, 8 und 12h) Spitzenwerte dargestellt, diese erreichen aber das
Signifikanzniveau nicht. Die LDF-Parameter zeigen ebenfalls nur im circadianen
Bereich ein Maximum. Auch hier erreichen die kleinen Peaks im ultradianen Bereich
das Signifikanzniveau nicht. Der LDFCBF zeigt neben dem Maximum parallel zu den
telemetrisch gemessenen Daten im circadianen Bereich bei 24,34 ein weiteres
Maximum bei 32,23, das das Signifikanzniveau überschreitet, aber eine deutlich
geringere Power aufweist und auch außerhalb des circadianen Zeitintervalls liegt.
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Abbildung 16: Spektralanalyse der Periodenlängen der rhythmischen Komponenten
Gezeigt sind die Periodogramme der Analyse aus den Daten für die Langzeitbeobachtung
(Mittelwerte) von (mRen2)27 transgenen Ratten (TGR) in Versuchsreihe 2. Auf der x-Achse
ist die Periodenlänge in Stunden logarithmisch angegeben, auf der y-Achse die dazugehörige
Power. Die Grenze von p = 0,05 ist ebenfalls angegeben. Alle oberhalb dieser Grenze
liegenden Punkte sind signifikant für p < 0,05.
LDF-Signale in Laser-Doppler-Einheiten: LDFtotal = Sonde auf Lamina interna; LDFartefakt =
Sonde endet über Halterung; LDFCBF = LDFtotal - LDFartefakt; Herzfrequenz (HF) in min-1,
Aktivität (AKT) in Impulse * (5min)-1, diastolischer (DBP) und systolischer Blutdruck (SBP)
in mmHg
Periodenlänge [h]
Periodenlänge [h]
p=0,05
p=0,05
Power
Power
SBP DBP HF AKT
LDFtotal LDFartefakt LDFCBF
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Tabelle 10: Die signifikanten Perioden des Lomb-Scargle-Periodogramms für TGR
Dargestellt sind die Spitzenwerte der Periodenlängen, für die im Lomb-Scargle-Peridogramm
in Abbildung 16 die höchste Power gefunden wurde. Die p-Werte für die aufgelisteten
Periodenlängen sind allesamt < 0,001.
LDF-Signale in Laser-Doppler-Einheiten: LDFtotal = Sonde auf Lamina interna; LDFartefakt =
Sonde endet über Halterung; LDFCBF = LDFtotal - LDFartefakt; Herzfrequenz (HF) in min-1,
Aktivität (AKT) in Impulse * (5min)-1, diastolischer (DBP) und systolischer Blutdruck (SBP)
in mmHg
Parameter Periodenlänge [h] Power
LDFtotal 1. Max 24,34 37,00
LDFartefakt 1. Max 24,08 36,20
LDFCBF 1. Max 24,34 31,54
2. Max 32,23 9,33
SBP 1. Max 24,08 33,58
DBP 1. Max 24,08 33,08
HF 1. Max 24,60 26,71
AKT 1. Max 24,08 31,03
3.1.3.3 Vergleich von SDR und TGR
Bei beiden Rattenstämmen zeigen sich signifikante circadiane Perioden in den
telemetrisch gemessenen Parametern und den LDF-basierten Signalen. Das inverse
Blutdruckprofil bei den TGR ändert das Profil des LDFCBF nicht. Dies spricht gegen
eine Abhängigkeit vom Blutdruckrhythmus. Auch bei dem im Vergleich zu den SDR
höheren Blutdruck ist bei den TGR eine circadiane rhythmische Komponente im CBF
weiterhin vorhanden.
In Tabelle 11 sind die Werte der Rhythmusanalyse der Langzeitaufzeichnung für die
dominante 24h-Periode der LDF-Messung beider Rattenstämme direkt gegenüber
gestellt. Im Gegensatz zu Tabelle 7 und 9 wurden hier die prozentualen
Abweichungen vom jeweiligen Tagesmittelwert analysiert.
Bei der Darstellung mit prozentualer Abweichung vom Mittelwert liegt der 24-
Mittelwert bei 100% und ist damit gleich dem Mesor des Parameters. Die Amplitude
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ist dabei prozentual zum Mittelwert angegeben. Das zeitliche Verhältnis der
Parameter untereinander bleibt bestehen, die Acrophase des LDFCBF liegt auch in
dieser Darstellung zeitlich vor der des LDFtotal und des LDFartefakt. Dieser Unterschied
ist bei den SDR größer als bei den TGR.
In Tabelle 12 sind die telemetrisch gemessenen Parametern einander
gegenübergestellt. Der Mesor des systolischen und diastolischen Blutdruckes ist bei
den TGR deutlich größer als bei den SDR. Der Mesor der Herzfrequenz ist bei
beiden Rattenstämmen gleich, die Amplitude relativ zum Mesor ist bei den SDR
jedoch mit 10,6% etwa doppelt so groß wie bei den TGR mit 5,2%. Die Acrophase
der Herzfrequenz liegt vor der der Aktivität. Dieser Unterschied ist bei den TGR
ausgeprägter. Die Acrophase des Blutdrucks liegt bei den TGR aufgrund des
inversen Profils tagsüber, bei den SDR liegt die Acrophase des Blutdrucks nach der
der Herzfrequenz und der Aktivität.
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Tabelle 11: Gegenüberstellung der Rhythmusanalyse der LDF-basierten Parameter
(angegeben in prozentualer Abweichung vom 24h-Mittelwert) bei SDR und TGR
Statistische Analyse der LDF-Signale (Laser-Doppler-Einheiten) aus der Versuchsreihe 2 von
SDR und TGR. Dargestellt sind die Ergebnisse aus der Rhythmusanalyse mit den Daten der
Abbildungen 12 + 15. Die Werte sind angegeben als Mittelwerte ± SEM. Dargestellt sind die
Ergebnisse für den in allen Tieren dominanten 24h Rhythmus.
LDFtotal = Sonde auf Lamina interna; LDFartefakt = Sonde endet über Halterung; LDFCBF =
LDFtotal - LDFartefakt
Messdauer SDR (n=8): Mittel 3,8 ± 1,3 Tage Messdauer TGR (n=7): Mittel 4,75 ± 0,7 Tage
LDF-Signal Stamm Mesor Amplitude Acrophase Amplitude(% Mesor)
total SDR 100 18,8 ± 3,2 24,1 ± 0,4 17,8 ± 3,2
TGR 100 16,2 ± 1,9 24,7 ± 0,4 16,2 ± 1,9
artefakt SDR 100 62,6 ± 6,0 24,4 ± 0,3 62,6 ± 6,0
TGR 100 54,9 ± 4,0 1,1 ± 0,4 54,9 ± 4,0
CBF SDR 100 9,9 ± 2,3 23,8 ± 0,9 9,9 ± 2,3
TGR 100 10,2 ± 2,0 24,8 ± 0,6 7,1 ± 2,3
Tabelle 12: Gegenüberstellung der Rhythmusanalyse der telemetrisch gemessenen
Parameter bei SDR und TGR aus der Versuchsreihe 2
Statistische Analyse der telemetrisch gemessenen Signale in Sprague Dawley Ratten (SDR)
und (mRen2)27 transgenen Ratten (TGR). Die Werte sind angegeben als Mittelwerte ± SEM.
Dargestellt sind die Ergebnisse für den in allen Tieren dominanten 24h Rhythmus.
Herzfrequenz (HF) in min-1, Aktivität (AKT) in Impulse * (5min)-1, diastolischer (DBP) und
systolischer Blutdruck (SBP) in mmHg
Messdauer SDR (n=4): Mittel 3,8 ± 1,8 Tage Messdauer TGR (n=7): Mittel 4,75 ± 0,7 Tage
Telemetrie-Signal Stamm Mesor Amplitude Acrophase Amplitude(% Mesor)
HF SDR 351,6± 16,3 36,1±6,7 0,7 ± 0,1 10,6 ± 2,4
TGR 354,6± 5,5 16,9±1,9 22,1 ± 0,5 4,8 ± 0,6
AKT SDR 14,0± 1,4 8,5±1,0 1,7 ± 0,1 60,4 ± 3,0
TGR 11,4± 1,3 5,5±0,7 1,3 ± 0,5 54,2 ± 7,4
DBP SDR 85,3± 0,5 3,1±0,4 2,4 ± 0,4 3,7 ± 0,5
TGR 136,2± 5,4 7,1±0,9 9,9 ± 1,0 5,2 ± 0,6
SBP SDR 114,8± 1,3 2,5±0,6 4,2 ± 0,3 2,2 ± 0,5
TGR 188,0± 5,6 7,7±1,1 9,8 ± 0,7 4,1 ± 0,5
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3.2. PATIENTENSTUDIE
Die Messzeit bei den vier Patienten betrug 154, 39, 199 und 96 Stunden.
Die CBF-Sonden wurden auf der schwerer läsionierten Seite des Gehirns subcortical
eingesetzt. Die Auswertung der CT-Bilder ergab, dass keine Sonde näher als 2 cm
an einem im CCT sichtbaren Kontusionsherd lag.
In der Abbildung 17 ist für jeden Patienten der Verlauf der gemessenen Parameter
dargestellt. Unterbrechungen in der Darstellung charakterisieren Zeiten, in denen
nicht gemessen werden konnte, wenn der Patient außerhalb der Intensivstation zu
einer Untersuchung (z.B. CT) gebracht wurde. Eine deutliche rhythmische
Komponente ist in der Gesamtdarstellung nicht zu erkennen.
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Abbildung 17: Übersicht und Gesamtdarstellung der Messung von Patienten #1 - #4
Dargestellt ist der komplette Messzeitraum (1 Wert pro Stunde) der Patienten #1 - #4. In
Zeiten, bei denen keine Daten angezeigt sind, konnte wegen Untersuchungen am Patienten
(z.B. CT) nicht gemessen werden.
arterieller Mitteldruck (ABP), intracranieller Druck (ICP), cerebraler Perfusionsdruck
(CPP=ABP-ICP) und Sauerstoffpartialdruck im Hirngewebe (ptiO2) in mmHg; cerebraler
Blutfluss (CBF) in ml*100g-1*min-1;
ptiO2
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3.2.1. Rhythmusanalyse mit Vergleich der Patienten
In Tabelle 15a sind die Ergebnisse der Rhythmusanalyse für die verschiedenen
Periodenlängen gezeigt. In Tabelle 15b sind der Mesor sowie die Amplitude und
Acrophase der gefundenen 24h-Schwingungen angegeben.
Der Mesor für den CPP liegt zwischen 77,05 und 88,27, für den ABP zwischen 89,05
und 99,62, für den ICP zwischen 10,59 und 18,31, für den ptiO2 zwischen 17,16 und
33,01 (bei Patient #2 wurde der ptiO2 nur 14 Stunden aufgezeichnet und deshalb
nicht ausgewertet) und für den CBF zwischen 17,06 und 41,26 und zeigt damit die
größte Messbreite.
In der Rhythmusanalyse zeigt sich kein einheitliches Bild. Für einzelne Parameter
werden 24h-Rhythmen ausgegeben. Im CBF ist nur bei Patient #4 eine circadiane
Komponente in der Cosinor-Rhythmusanalyse gefunden worden. In der
Spektralanalyse findet sich kein signifikanter Wert. Bei diesem Patienten ist der CBF
im Mittel etwa doppelt so hoch wie bei den anderen Patienten. Die Acrophase liegt
dabei mit 8,65 zeitlich vor den ebenfalls bei diesem Patienten als signifikant
gefundenen circadianen Rhythmen für CPP (12,56) und ABP (13,18).
Der ABP zeigt bei Patient #2 ebenfalls einen circadianen Rhythmus mit einer
Acrophase von 1,84 und damit etwa 12 Stunden verschoben im Vergleich zu der
24h-Acrophase des ABP bei Patient #4. Der ICP zeigt bei Patient #1 mit Acrophase
19,11 und bei Patient #2 mit Acrophase 10,43 eine signifikante 24h-Komponente.
Die Abbildung 18 zeigt die Periodogramme der Spektralanalyse aus den
Patientendaten. Hier finden sich zum Teil signifikante Periodenlängen, allerdings
nicht exakt im circadianen Bereich. Am nächsten zur 24h-Periodik liegen bei Patient
#3 der ABP mit einem Periodenmaximum bei 21,00 und bei Patient #4 der CPP mit
27,7 und der ptiO2 mit 20,2 Stunden. Diese Werte liegen jedoch schon an der Grenze
des circadianen Bereichs.
Zusätzlich wurden auch die Katecholamingaben in ihrem Zeitverlauf analysiert. Die
Dosierungen waren von Patient zu Patient unterschiedlich, aber zeitlich konstant und
zeigten keine rhythmischen Verlauf.
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Tabelle 13: Ergebnisse der Rhythmusanalysen für die einzelnen Patienten.
Angegeben sind signifikante Periodenlängen (p<0,05)
Gezeigt ist die Rhythmusauswertung der vorgegebenen Periodenlängen 24, 12, 8, 6, 4,8 und 4
Stunden für die Patienten. Angegeben sind in (a) die F-Werte bei signifikanten
Periodenlängen und in (b) Mesor sowie Amplitude mit Acrophase der signifikanten 24-h-
Schwingungen.
arterieller Mitteldruck (ABP), intracranieller Druck (ICP), cerebraler Perfusionsdruck
(CPP=ABP-ICP) und Sauerstoffpartialdruck im Hirngewebe (ptiO2) in mmHg; cerebraler
Blutfluss (CBF) in ml*100g-1*min-1;
-: keine signifikante Schwingung, //: Originalaufzeichnung war nicht möglich
#1 Periodenlänge CPP ABP ICP CBF ptiO2
24,00 - - 4,47 - -
#2 Periodenlänge CPP ABP ICP CBF ptiO2
24,00 - 7,48 3,29 - //
12,00 3,77 6,11 3,61 - //
#3 Periodenlänge CPP ABP ICP CBF ptiO2
24,00 - - - - -
12,00 - 4,66 - - -
8,00 - 3,17 - 4,26 -
#4 Periodenlänge CPP ABP ICP CBF ptiO2
24,00 7,9 5,39 - 5,81 -
CPP ABP ICP CBF ptiO2#1 Mesor 88,27 98,96 10,59 20,57 33,01Amplitude - - 1,40 - -Acrophase - - 19,11 - -
#2 Mesor 77,05 89,05 12,45 20,70 //Amplitude - 4,31 1,84 - //Acrophase - 1,84 10,43 - //
#3 Mesor 81,02 99,62 18,31 17,06 17,74Amplitude - - - - -Acrophase - - - - -
#4 Mesor 82,78 94,72 11,77 41,26 17,16Amplitude 4,88 4,26 - 5,19 -Acrophase 12,56 13,18 - 8,65 -
(a)
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Abbildung 18: Ergebnis der Spektralanalyse mit den Patientendaten #1 - #4
Dargestellt sind die Ergebnisse der Spektralanalyse der Daten aus dem Gesamtmesszeitraum
aller Patienten. Das jeweilige Signifikanzniveau für p=0,05 ist angegeben (gelber Balken).
arterieller Mitteldruck (ABP), intracranieller Druck (ICP), cerebraler Perfusionsdruck
(CPP=ABP-ICP) und Sauerstoffpartialdruck im Hirngewebe (ptiO2) in mmHg; cerebraler
Blutfluss (CBF) in ml*100g-1*min-1;
57
4. DISKUSSION
Die Messung des cerebralen Blutflusses bei narkotisierten Tieren mit Hilfe der LDF-
Methodik ist seit langem etabliert. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den
cerebralen Blutfluss am wachen Versuchstier zu messen und auf einen möglichen
circadianen Rhythmus zu untersuchen und mit Ergebnissen aus Untersuchungen am
Patienten mit SHT zu vergleichen.
Die wichtigsten Ergebnisse dieser Untersuchung sind:
1) Die Messung des CBF mit Hilfe der LDF-Messung ist mit einem Artefakt
behaftet. Dieser Artefakt kann durch simultane Aufzeichnung mit zwei Fasern
in einem Tier gemessen und damit der CBF alleine bestimmt werden.
2) SDR und TGR zeigen einen circadianen Rhythmus des CBF.
3) Diese Periodik wird offensichtlich nicht vom Blutdruck der Tiere vorgegeben,
wie der Vergleich von SDR und TGR zeigt.
4) Die Periodik des CBF wird offensichtlich nicht vom Aktivitätsrhythmus
vorgegeben, da dessen Acrophase sowohl bei SDR als auch bei TGR der des
CBF erst mit deutlicher Latenz folgt
5) Patienten mit SHT zeigen keinen circadianen Rhythmus des CBF.
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4.1. DISKUSSION DER VERWENDETEN METHODE
Um einen vorhandenen Rhythmus in einer Zeitreihe aufdecken zu können, ist eine
ausreichend hohe Aufzeichnungsfrequenz der Messung und die Länge der
untersuchten Zeitspanne im Verhältnis zur Periodenlänge des vermuteten bzw.
gesuchten Rhythmus maßgebend. Dabei werden Messungen mit einem Wert pro
Stunde über 24 Stunden als genügend lang erachtet (Shannon 1949). Diese
Vorgaben wurden in allen Versuchen erfüllt. Für die vorliegende Arbeit wurde die von
einigen Autoren vertretene strengere Vorgabe vorgegeben, dass bei
Rhythmusanalysen ein Messzeitraum von mindestens doppelter Länge der
erwarteten Schwingung vorzuliegen habe (Minors u. Waterhouse 1988). Diese
Vorgabe wurde sowohl im tierexperimentellen Teil als auch bei den klinischen
Untersuchungen bis auf eine Ratte in der Versuchsgruppe 2 (SDR) mit 1,5 Tagen
Messzeit und einen Patienten (#2) mit nur 39h aufgezeichneter Messzeit erfüllt.
4.1.1. LDF-Methodik zur Registrierung des CBF im Tierexperiment
Erstmals publiziert wurde das Prinzip der Laser Doppler Flussmessung (LDF) von
Stern (Stern 1975). Der Doppler-Effekt, auf dem die Methode beruht, unterscheidet
sich für kohärentes Licht in einem Punkt wesentlich von dem akustischen Doppler-
Phänomen: Eine Frequenzverschiebung kommt in der Akustik nur zustande, wenn
der Generator (oder Reflektor) sich mehr oder weniger direkt auf den Empfänger zu
oder von ihm weg bewegt. Wenn dagegen kohärentes Licht in einem turbulenten
Medium gestreut wird, verlieren die Photonen durch die Streuung ihre gemeinsame
Richtung wie Polarisation, und bei jedem der Streuungsereignisse werden ihre
jeweiligen Frequenzen (d.h. Wellenlängen) von den bewegten streuenden Partikeln -
in Abhängigkeit von deren jeweiliger Geschwindigkeit - nach dem Doppler-Effekt
gedehnt oder gestaucht. Nicht bewegte streuende Partikel - in unserer Anwendung
etwa Knochen und Hirngewebe - führen zu keiner Wellenlängenverschiebung bei
den an ihnen gestreuten Photonen.
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Ein Teil der vielfach gestreuten und in ihren Wellenlängen vielfach modifizierten
Photonen kann im reflektierten Licht detektiert werden. Anders als in der
Spektrophotometrie ist die Menge des detektierten Lichtes (bzw. die Extinktion) für
Laser-Doppler Messungen nicht maßgeblich. Die Spektrallinie des detektierten
Lichtes (d.h. die Wellenlängenverteilung seiner Photonen) ist im Vergleich zum
monochromatischen kohärenten Strahl, der eingestreut wurde, in einer Weise
verbreitert, die die Geschwindigkeitsverteilung unter den streuenden Partikeln
charakterisiert. Diese Information kann durch Spektralanalyse gewonnen werden.
Ein Photon zum Beispiel, das im Kapillarbett auf einen bewegten Erythrozyten stößt,
wird von ihm reflektiert (gestreut), und seine Wellenlänge wird in linearer
Abhängigkeit von der Geschwindigkeit des Partikels verschoben. Dieser Vorgang
wiederholt sich viele Male. Ein Photon, das mit Erythrozyten normaler
durchschnittlicher Geschwindigkeit kollidierte, erfährt eine Doppler-Verschiebung von
etwa 20 kHz. Zur Berechnung der mittleren Erythrozytengeschwindigkeit in der
Mikrozirkulation muss man also Informationen über die Häufigkeit dieser
Streuungsereignisse voraussetzen. Die ist aber von vielen Faktoren abhängig, wie
Mikrohämatokrit und Dichte des Kapillarbetts. Sinnvolle Messungen sind auch nur
bei sicher zufällig bewegten Partikeln, d.h. nur im ungerichteten Fluss der
Mikrozirkulation möglich, gerichtete Ströme in größeren Gefäßen verfälschen die
Messung. Zudem wird das eingestrahlte Licht in sehr variabler Weise von
stationärem Gewebe gestreut werden, das keine Doppler-Verschiebung verursacht.
Diese sehr variablen Faktoren machen für jede Messung eine Kalibrierung
erforderlich. Die Ergebnisse einer LDF-Messung werden in arbitrary units
angegeben.
Im Experiment werden LDF-Messungen bei Stimulationen meist gegen den
Ausgangswert bei Ruhe normalisiert und dann als Prozent dieses Ausgangswertes
angegeben (Wolf 1998). Diese Möglichkeit wurde auch in vorliegender Arbeit
genutzt. Die Berechnung der prozentualen Veränderungen im Vergleich zum
jeweiligen Tagesmittelwert ermöglichen einen Vergleich der Ergebnisse der
Rhythmusanalyse, da bei der Untersuchung einer Periodik genau diese zeitlichen
Änderungen interessieren.
Die LDF-Methode wurde für die Untersuchung des CBF von Skarphedinsson und
Mitarbeitern (Skarphedinsson et al. 1988) eingeführt und danach ein weit genutztes
Werkzeug für die Untersuchung des regionalen CBF im Tierexperiment. Gelegentlich
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wurde dieses Verfahren auch in klinischen Messungen eingesetzt (Bolognese et al.
1993; Haberl et al. 1993; Borgos 1996). Die Validität der cerebralen
Perfusionsmessung mit der LDF-Methode konnte gezeigt werden durch Vergleiche
mit verschiedenen, eine absolute Flussmessung erlaubenden Methoden wie die
Hydrogen Clearence (Skarphedinsson et al. 1988; Uranishi et al. 1999) und
Autoradiographie (Reith et al. 1994). Untersuchungen ergaben, dass mit den
Einzelfaser-LDF-Messungen in einem ungefähr 1mm³ großen Gewebevolumen
gemessen wird (Nilsson et al. 1980).
Die Zuverlässigkeit der Messung zeigte sich auch in vorliegender Arbeit, wenn in den
Vorversuchen zum Töten des Tieres durch Überdosierung des Narkosegases ein
Herz-Kreislaufstillstand ausgelöst wurde. Das LDF-Signal zeigte einen sofortigen
Abfall. Dabei ging der LDF-Wert nicht komplett auf Null zurück, da auch nach dem
Tod des Tieres mit Kreislaufstillstand Makromoleküle durch Brownsche
Molekularbewegungen eine Frequenzverschiebung des eingestrahlten Lichts im
Sinne eines LDF-Signals erzeugen können. Dieses Problem des sog. „biological
zero“ stört, da diese Aktivität ständig vorhanden ist, die Detektion einer Periodik
jedoch nicht.
Neben der LDF-Messung können im Tierexperiment verschiedene andere Methoden
zur Messung der cerebralen Perfusion eingesetzt werden, die aber meist ein
immobilisiertes Tier voraussetzen. Mit der Injektion von ³H20 und Blutentnahmen
über implantierte Katheter konnte zum ersten Mal an wachen und sich frei
bewegenden Tieren der CBF bestimmt werden (Ligeti et al. 1991). Aber auch diese
Methode lässt eine zeitlich hochauflösende Messung nicht zu und ist auch durch die
Blutentnahmen deutlich invasiver als das in der vorliegenden Arbeit beschriebene
Verfahren.
In der Literatur werden verschiedene Methoden beschrieben, mittels LDF-Methodik
nicht nur am narkotisierten Tier sondern auch bei wachen sich frei bewegenden
Ratten eine kontinuierliche Messung des cerebralen Blutflusses über mehrere Tage
vorzunehmen. LDF-Langzeitmessung mit einer im Gehirn implantierten Faser
(Osborne 1997) zeigten einen Anstieg des CBF bei Aktivität, aber auch im Schlaf
während paradoxem und slow-wave-Schlaf. Durch Hypovolämie konnte der CBF
gesenkt werden (auf ~90% vom Ausgangswert) und durch Wiederherstellung der
Normovolämie der CBF angehoben werden (auf ~110% vom Ausgangswert). Diese
Messungen dienten zum Test der „Reaktivität“ der Faser. Bei dieser
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intraparenchymal messenden Methode wird das Gehirn aber verletzt, die Dura
eröffnet. Ein Rhythmus des CBF könnte durch das Trauma beim Einsetzen der Faser
und die intraparenchymale Messung sehr weit unterdrückt werden. Nach welcher
Dauer eine Erholung eines Rhythmusses erfolgen könnte, ist nicht bekannt.
Außerdem kann durch die fest eingesetzte Sonde keine Kalibrierung zwischendurch
erfolgen. Da in der Publikation von Osborne (Osborne 1997) eine Darstellung der
Langzeitmessung fehlt, ist es schwierig zu entscheiden, ob es sich bei dem Anstieg
des LDF-Signals bei Aktivität, wie er in der Publikation erwähnt wird, wirklich um
einen Anstieg im CBF oder nur um einen Artefakt handelt.
Andere Autoren beschrieben Methoden, bei denen die Faser ähnlich wie in der hier
vorliegenden Arbeit auf dem Schädel in einer Halterung fixiert wird, die Dura aber
nicht eröffnet werden muss (Gu et al. 1999; Gu et al. 2003). Die Methode wurde von
den Autoren genutzt, um die Auswirkungen einer photothrombotisch induzierten
kortikalen Ischämie auf das LDF-Signal zu testen (Gu et al. 1999). Die Autoren
zeigen in ihrer Veröffentlichung einen 15 Minuten dauernden Abschnitt einer
Originalregistrierung, gehen auf mögliche Interaktionen des LDF-Signals mit einem
Bewegungsartefakt aber nicht ein. Die Faser kann zwar während des Experiments
aus der Halterung am Kopf entfernt werden, für das erneute Einsetzen der Faser in
die Halterung am Kopf muss das Tier aber narkotisiert werden. Bei dem in
vorliegender Arbeit beschriebenen Verfahren kann die Faser hingegen ausgetauscht
werden, ohne das Tier nochmals zu narkotisieren.
Wirkliche Darstellungen von mehrtägiger Aufzeichnungsdauer konnten in der
Literatur nicht gefunden werden. Ebenso wenig wurde bei Untersuchungen mit
Langzeitmessungen des CBF das Vorliegen einer circadianen Rhythmik geprüft.
Die LDF-Messung mit einer Einzelfaser pro Tier in Versuchsreihe 1 konnte einen
circadianen Rhythmus im LDF-Signal zeigen. Allerdings wiesen diese Messungen
ein Artefaktsignal auf, wie Ableitungen bei Tieren mit verschlossenem Lichtweg
zeigten. Es wurde vermutet, dass dieses Artefaktsignal durch die Bewegung der
Tiere verursacht wird. Es zeigte sich, dass das Signal bei unterbrochenem Lichtweg
teilweise sogar größer war als das bei offenem Lichtweg registrierte CBF-Signal. Ein
direkter Vergleich der Ergebnisse von zwei parallel zueinander untersuchten Tieren
war nicht geeignet, den Artefakt ausreichend zu eliminieren. Unter der Vorstellung,
dass die Lokomotionsaktivität den Artefakt im LDF-Signal verursacht, wurden parallel
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telemetrische Messungen der Lokomotionsaktivität über den intraabdominalen
Sensor durchgeführt. Diese telemetrisch erhobenen Werte sollten als Surrogatdaten
des Artefaktsignals zu dessen Eliminierung herangezogen werden. Dazu wurden nur
Zeitabschnitte ausgewertet, in denen das Tier sich nicht bewegt hatte. Bei dieser
Analyse fallen zwar einige Messzeiten aus der Auswertung heraus; es konnte aber
gezeigt werden, dass genügend Messwerte für eine Rhythmusanalyse erhalten
bleiben. Auch mit dieser Methode konnte das Artefaktsignal nicht vollständig
eliminiert werden.
Das Artefaktsignal wird durch Bewegungen der Glasfaser und damit vermutlich nicht
nur durch Bewegungen des ganzen Tieres, messbar durch den intraabdominalen
Sensor, sondern auch durch alleiniges Bewegen des Kopfes wie z.B. beim Putzen,
Fressen, Trinken und Zucken im Schlaf verursacht. Dieser Artefakt ergibt sich aus
dem “speckle pattern”, da das ausgestrahlte Laserlicht nicht homogen ist, sondern
ein „speckle-Muster“ zeigt. Diese „speckle pattern“ Artefakte sind ein in der Literatur
bekanntes und wiederholt beschriebenes Phänomen (Gush u. King 1987; Newson et
al. 1987), die aber den Doppler-Shift, der durch die sich bewegenden Erythrozyten
ausgelöst wird, nicht beeinflussen (Gush u. King 1987). Zur Bestimmung des
„speckle pattern“ Artefakts ist die Aufzeichnung mit parallel angeordneten
Glasfasern, von denen eine ausschließlich das Artefaktsignal registriert,
vorgeschlagen und erfolgreich eingesetzt worden (Newson et al. 1987).
Ausgehend von den eigenen Befunden der Versuchsreihe 1 und in Übereinstimmung
mit den Literaturberichten wurde der Schluss gezogen, dass für eine vollständige
Elimination der Artefakt im selben Tier wie der CBF bestimmt werden muss und dass
dies mit derselben Methode wie die CBF-Messung zu erfolgen hat. Deshalb wurden
zwei Sonden in einem Tier eingesetzt. Eine Sonde konnte den CBF mit dem Artefakt
aufzeichnen, die zweite Sonde endete kurz vor der Halterung am Kopf der Ratte und
zeichnete nur den Artefakt auf. Um zu überprüfen, ob eine Differenzbildung der
beiden Signale wirklich den CBF darstellt, wurde die CBF-messende Faser soweit in
der Halterung nach oben gezogen, dass diese nicht mehr den CBF detektieren
konnte und auch nur noch den Artefakt misst. Die Differenz der so ermittelten
Signale war im Mittel gleich 0. Dies zeigt, dass mit dieser Methode eine effiziente
Artefaktelimination möglich ist. Damit ist diese Methode zur Langzeitbestimmung des
CBF am wachen Versuchstier geeignet.
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4.1.2. Ergebnisse der LDF-Messung im Tierexperiment
Die in den Voruntersuchungen entwickelte Methode liefert alle geforderten
Eigenschaften hinsichtlich den Anforderungen an eine Untersuchung des CBF auf
das Vorliegen einer circadianen Rhythmik, nämlich kontinuierlich bzw. beliebig oft
wiederholbar, am wachen Versuchstier möglich, über eine lange Zeitdauer mit hoher
Aufzeichnungsfrequenz durchführbar und nicht bzw. minimal-invasiv zu sein.
Es konnte in vorliegender Arbeit auch gezeigt werden, dass durch die simultane
Messung mit zwei Sonden in einem Tier (Anordnung der Sonden siehe Beschreibung
der Versuchsreihe 2) das durch Aktivität verursachte Artefaktsignal im CBF durch
Differenz der beiden gemessenen Werte eliminiert wurde und damit eine
zuverlässige Langzeit-CBF-Messung am wachen Versuchstier möglich wird.
Die Messungen wurden direkt nach der Operation zum Befestigen der Glasfaser in
der Halterung am Kopf begonnen. Der erste postoperative Tag wurde jedoch nicht in
die Auswertung eingeschlossen, da durch Nachwirkungen von Narkose und
Operation ein vorhandener Rhythmus im CBF abgeschwächt werden oder sogar
ganz ausfallen bzw. auch ein nicht vorhandener Rhythmus vorgetäuscht werden
könnte.
An Schafen, die sich vorwärts-rückwärts bewegen und aufstehen-hinlegen konnten,
konnten Unterschiede im CBF (Messung über Sinus sagittalis superior) insbesondere
zwischen den einzelnen Schlafstadien, gekennzeichnet durch unterschiedliche EEG-
Muster, aber auch Schlaf-Wach-Unterschiede gezeigt werden (Zoccoli et al. 2001).
Diese Unterschiede im CBF könnten Rhythmen im ultradianen Bereich
wiederspiegeln. Es muss dabei aber berücksichtigt werden, dass eine
eingeschränkte Bewegungsfreiheit der Tiere Einfluss haben könnte auf den CBF.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen jedoch, dass es bei den SDR
offensichtlich einen circadianen Rhythmus des CBF gibt. Der 24-Rhythmus war in
allen Tieren immer der am stärksten ausgeprägte. Ob dieser Rhythmus des CBF
einen Zusammenhang hat mit dem Blutdruck oder der Aktivität, wurde durch
Vergleich der Acrophasen für die einzelnen Parameter untersucht. Außerdem
wurden TGR untersucht, die ein inverses Blutdruckprofil aufweisen, in ihrer
Aktivitätsphase nachts also einen niedrigeren Blutdruck als am Tag haben.
Die telemetrische Messung der Kreislaufparameter ist dabei eine zuverlässige
validierte Methode und ist in vielen Studien verwendet worden (Anderson et al.
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1999). Die Ergebnisse der telemetrischen Messungen in der vorliegenden Arbeit sind
vergleichbar mit denen aus früheren Studien. Dies gilt sowohl für die SDR als auch
für die TGR (Lemmer et al. 1993). Dies zeigt, dass die Tiere während des Versuchs
nicht durch die Messhalterung zur Aufnahme der LDF-Fasern stark beeinflusst
werden.
Es gibt Untersuchungen mit Hinweisen zur circadianen Rhythmik der Organperfusion
von Haut und Muskel (Delp et al. 1991), des Herzens (Fujita u. Franklin 1987) sowie
für den renalen Plasmafluss (Pons et al. 1996). Allerdings sind die Periodizität der
kardialen und muskulären Perfusion in engem Zusammenhang mit dem
Aktivitätszyklus beschrieben worden (Delp et al. 1991). Aber auch unter
aktivitätskontrollierten Bedingungen konnten circadiane Veränderungen von Muskel-
und Hautdurchblutung in jungen gesunden Testpersonen gefunden werden (Houben
et al. 1994; Caspary et al. 1997; Yosipovitch et al. 2004) sowie, wenn auch
abgeschwächt, in der Haut von Patienten mit arterieller Verschlusskrankheit
(Caspary et al. 1997).
Der CBF wird beeinflusst von dem Blutdruck, dem intracraniellen Druck und dem
zerebrovaskulären Widerstand (Kuschinsky u. Wahl 1978). Unter physiologischen
Bedingungen verändert sich der Widerstand der kleinen cerebralen Arterien und
Arteriolen als Antwort auf Änderungen des Blutdruckes im Bereich von ca. 60 – 150
mmHg, um den CBF konstant zu halten (Kontos et al. 1978; Paulson et al. 1990).
Diese Fähigkeit, den CBF konstant zu halten bei sich veränderndem systemischen
Blutdruck, wird Autoregulation genannt (Held u. Gottstein 1968; McHedlishvili 1980;
Heiss 1981; Paulson et al. 1989; Paulson et al. 1990). Trotz dieser Autoregulation
kann der CBF moduliert werden durch zum Beispiel metabolische Faktoren bei
erhöhter Parenchymaktivität oder durch Hyperoxie/Hyperkapnie bei respiratorischen
Störungen. Eine Änderung des CBF lässt sich provozieren durch eine induzierte
Tachykardie (Hagendorff et al. 1994) und Bradykardie (Schneider et al. 2003) oder
auch durch akuten Blutverlust (Kastrup et al. 1998). Ein circadianer Rhythmus im
CBF wiederspricht also nicht dem Konzept der Autoregulation.
In beiden hier untersuchten Rattenstämmen war ein circadianer Rhythmus im CBF
nachweisbar. Da der Blutdruck der TGR mit seiner inversen circadianen Ausprägung
das Profil des CBF im Vergleich zu den SDR nicht verändert, die Acrophase des
CBF also bei den TGR nicht zeitgleich zu der Acrophase des Blutdruckes liegt, lässt
sich schließen, dass der Rhythmus im CBF unabhängig von dem des Blutdrucks ist.
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Auch liegen die Acrophasen der Aktivität bei SDR und TGR nicht parallel zu denen
des CBF, sondern folgen mit deutlicher Latenz nach. Dieser Befund kann als Hinweis
betrachtet werden, dass der Rhythmus des CBF nicht vom Aktivitätszustand der
Tiere vorgegeben wird. Offensichtlich liegt hier kein neuro-metabolisches „Masking“
vor. Es scheint sich also bei der Periodik des CBF um einen eigenständig
generierten modulierbaren Rhythmus zu handeln.
Der Blutdruck bei den TGR ist höher als bei den SDR. Die in dieser Arbeit benutzten
TGR hatten zwar noch keine fulminante Hypertonie entwickelt, die Entwicklung der
Hypertonie der TGR war aber schon so weit vorangeschritten, dass ein Unterschied
zwischen den beiden Tierstämmen in den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit
deutlich zu erkennen ist. An sonst gesunden hypertonen Patienten konnte gezeigt
werden, dass das absolute CBF-Level gleich ist dem bei gesunden Probanden, die
Autoregulation aber in Richtung höheren Drucks verlagert ist (Strandgaard u.
Paulson 1992). Bezogen auf das Tierexperiment könnte dies bedeuten, dass auch
die TGR trotz des erhöhten Drucks weiterhin eine cerebrale Autoregulation besitzen,
diese aber wie bei den SDR ein circadianes CBF-Profil nicht verhindert.
Bislang konnten für verschiedene Organe (Haut, Muskel, Niere) experimentelle
Befunde, die für eine circadiane Periodik der Durchblutung sprechen, erhoben
werden. Diese Periodik scheint nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit auch
physiologisch im CBF vorhanden zu sein. Die Bedeutung dieses Rhythmus für die
Physiologie der cerebralen Perfusion ist derzeit unklar und kann mit den Ergebnissen
dieser Arbeit nicht beurteilt werden.
4.1.3. Thermodiffusionsmessung zur Registrierung des CBF bei Patienten
Wenn es eine physiologische circadiane Periodik des CBF gibt, stellt sich die Frage,
ob diese auch pathophysiologisch von Bedeutung ist. Gibt es also bei Patienten nach
einem Trauma eine Rhythmik des CBF?
Erste quantitative Untersuchungen des CBF beim Menschen waren alle invasiv, eine
hohe Wiederholungsrate der Messung somit schwierig. Gemessen wurde über eine
Verteilung im arteriellen und venösen Blut von eingeatmetem N2O (Kety u. Schmidt
1945). Die Untersuchungen an 14 gesunden jungen Männern ergaben einen Wert für
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den CBF von 52 ±12 ml*100g-1*min-1. Damit konnte gezeigt werden, dass 10% CO2
in der Einatemluft den CBF verdoppelt und Hyperventilation den CBF reduziert
(Gibbs et al. 1947). Zur Vereinfachung wurde später radioaktives Krypton als Marker
genutzt. Auch hier wurde an je 10 Frauen und Männern ein Wert für den CBF von 52
±6.8 ml*100g-1*min-1 gefunden (Lassen u. Munck 1955). Auch hierbei handelt es sich
um eine invasive Methode insbesondere mit arterieller Blutabnahme. Andere
Möglichkeiten, CBF zu messen, sind die 133Xe Einwasch- und Auswaschmethoden
nach intraarterieller Injektion (Olesen et al. 1971) oder Inhalation (Ingvar u. Lassen
1982). CBF-Messungen ohne Blutentnahmen können mit Hilfe von SPECT (single
photon emission computer tomography) und IMP (Iodone-123-N-isopropyl-p-
iodoamphetamin) als Marker durchgeführt werden (Nishizawa et al. 2000). Ein
anderes wenig invasives Verfahren ist die Messung mittels PET (positron emision
tomography) (Weyne u. de Ley 1989). In anderen experimentellen und klinischen
Untersuchungen wird die Xe-CT-Methodik zur Mesung des regionalen CBF
eingesetzt (Horn et al. 2001). Dabei wird stabiles Xenon als Marker eingesetzt im
Gegensatz zu den Einwasch- und Auswaschmethoden mit intraarterieller Injektion
von radioaktivem 133Xenon. Hierbei muss beachtet werden, dass das stabile Xenon
selbst einen Einfluss auf den CBF haben kann und die Messergebnisse einen falsch
hohen Wert anzeigen können (Horn et al. 2001).
Alle diese Methoden sind mehr oder weniger invasiv. Ein weiteres Problem dabei ist,
dass die Patienten zu diesen Untersuchungen oftmals weg von der Intensivstation,
meist in andere Gebäude gebracht werden müssen.
Für Langzeitmessungen, um die für circadiane Rhythmusanalysen nötigen
Datensätze in hoher zeitlicher Auflösung zu gewinnen, bietet sich deshalb wie auch
im Tierexperiment die LDF-Messung an, zusätzlich noch die Erfassung der
Fließgeschwindigkeit des Blutes in intracraniellen Gefäße mittels
Ultraschalldoppleruntersuchungen und die Thermodiffusionsmessung.
Neben den möglichen Nachteilen, die auch tierexperimentell gültig sind und oben
geschildert wurden, kommt bei der LDF-Messung am Patienten zusätzlich das
Problem eines Bruches der Glasfaser im Gewebe hinzu. Bei der
Ultraschalldoppleruntersuchung wird nicht die Perfusion direkt gemessen, sondern
die Fließgeschwindigkeit der Erythrocyten in den basalen hirnversorgenden
Gefäßen. Dabei konnte in Untersuchungen an gesunden Kontrollpersonen mittels
Ultraschalldoppleruntersuchung an aufrecht sitzenden Probanden kein Tag-Nacht-
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Unterschied gezeigt werden. Waren die Probanden aber nicht in ihrer Aktivität
eingeschränkt, wurde ein Tag-Nacht-Unterschied sichtbar (Diamant et al. 2002).
Daraus lässt sich eine eindeutige Aussage über einen möglichen Rhythmus im CBF
nicht treffen.
In vorliegender Arbeit wurden zur Aufzeichnung des CBF bei Patienten Thermo-
diffusionssonden genutzt. Diese absolut messende Methode [ml*100g-1*min-1] zur
Bestimmung des CBF kann als minimal-invasiv bezeichnet werden. Der flexible
Messkatheter hat einen Durchmesser von kleiner 1mm und ist damit vergleichbar
anderen in klinischen Untersuchungen eingesetzten Mikrosonden wie
intraparenchymale ICP Sensoren, Gewebe-pO2-Sensoren und Mikrodialysekatheter.
An dem Thermodiffusionskatheter sind zwei Thermistoren (Abstand 5mm)
angebracht. Der proximale misst die Hirntemperatur, der distale wird etwa 2°C über
Hirntemperatur erwärmt und erzeugt dabei ein etwa 4mm im Durchmesser
messendes konstantes Temperaturfeld. Die Energie (0,005-0,01 W), die nötig ist,
diese Erwärmung zu halten, ist direkt proportional der Fähigkeit des Gewebes,
Wärme abzutransportieren. Dabei muss berücksichtigt werden, dass neben dem
Abtransport von Wärme durch die Gewebsdurchblutung auch eine intrinsische
Wärmeleitungsfähigkeit des Gewebes besteht. Um eine zuverlässige Messung des
Blutflusses in absoluten Werten zu erhalten, müssen diese beiden Faktoren getrennt
werden. In früheren tierexperimentellen Versuchen wurde dies erreicht, indem die
Messung mit no-flow-Zuständen (Kreislaufstillstand) verglichen wurde. Bei dem für
die Untersuchung des CBF an Patienten mit SHT in dieser Arbeit benutzen System
wird über eine Serie von Algorithmen die Wärmeleitfähigkeit des Gewebes über die
initiale Ausbreitung des thermischen Feldes berechnet. Durch Trennung dieser
Komponente vom totalen Wärmetransfer kann dann die Größe des Wärmetransports
durch Gewebsdurchblutung bestimmt werden (Newman et al. 1995).
Diese Messmethode erlaubt in hoher Aufzeichnungsrate Messungen des absoluten
Blutflusses in parenchymatösen Organen und ist klinisch eingesetzt worden zur
Perfusionsmessung in der Leber (Klar et al. 1995), der Niere (Angelescu et al. 2003)
und im Muskel (Zapletal et al. 2003). Zur Messung im Gehirn wurde sie unter
klinischen und experimentellen Bedingungen validiert (Vajkoczy et al. 2000).
Unter anderem konnte damit der Effekt des Xenon auf den CBF bei der
Durchführung von Xenon-verstärkten Computertomographien untersucht werden
(Horn et al. 2000). Die Wirkung von Papaverin bei Patienten mit Vasospasmus wurde
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mittels TDF geprüft (Vajkoczy et al. 2001) und auch zur Kontrolle des transienten
Clippings bei operativer Versorgung von Aneurysmen wurde diese Methode
eingesetzt (Thome et al. 2001; Vajkoczy et al. 2003).
4.1.4. Ergebnisse der Untersuchungen an Patienten
Bei den in dieser Arbeit untersuchten Patienten zeigte sich keine circadiane
Rhythmik in der cerebralen Perfusion und ebenso nicht im Verlauf der intracraniellen
Temperatur. Studien zur circadianen Rhythmik des CBF nach SHT finden sich in der
Literatur nicht. Auch andere Parameter sind wenig untersucht. Es konnte aber
gezeigt werden, dass Patienten nach SHT eine Verminderung der Amplitude des
circadianen Rhythmus der Natrium-Exkretion im Speichel aufweisen, während der
Rhythmus der Kalium-Exkretion normal bleibt (Shpirt et al. 1986). Bei Patienten mit
akutem SHT wurde in früheren Untersuchungen kein circadianer Rhythmus von
Herzfrequenz oder Körpertemperatur gefunden (Lanuza et al. 1989). Retrospektive
Untersuchungen zur Periodik der Körpertemperatur zeigten dann Hinweise auf das
Vorliegen von Rhythmen außerhalb der exakten 24-Stunden-Perioden
(Kropyvnytskyy et al. 1999). Prospektive Untersuchungen bestätigten diese
Ergebnisse (Kropyvnytskyy et al. 2001). Insgesamt scheint ein SHT demnach wohl
mit einem differenziellen Verlust von physiologisch nachweisbaren circadianen
Rhythmen in verschiedenen Funktionskreisen einherzugehen, zu denen
offensichtlich auch der CBF zählt. Aus den vorliegenden Daten kann nicht beurteilt
werden, ob dieser Verlust der Periodik im CBF nur die Akutphase betrifft und ob sich
die Rhythmik sich bei neuronaler Erholung wieder ausprägt. In diesem Fall könnte
die Erholung möglicherweise sogar als prognostischer Parameter dienen bei den
Patienten, bei denen eine TDF-Sonde zur Überwachung eingesetzt wurde. Ebenso
wie in den gemessenen Parametern war auch für therapeutische und diagnostische
Maßnahmen wie die Katecholamininfusion zur Aufrechterhaltung eines
ausreichenden cerebralen Perfusionsdrucks, die Entnahme von Blutproben oder das
Ablassen von Liquor aus der Ventrikeldrainage zur Kontrolle des intrakraniellen
Drucks keine Periodik erkennbar. Damit ist durch diese Maßnahmen nicht mit der
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Generierung eines Rhythmus im Sinne eines „Masking“-Effekts bei langdauernden
Messungen des CBF im Rahmen eines multimodalen Neuromonitorings zu rechnen.
4.2. AUSBLICK UND SCHLUSSFOLGERUNG
Physiologische wie auch pathologische Prozesse unterliegen rhythmischen
Schwankungen. In den in der vorliegenden Arbeit dargestellten Untersuchungen
konnte ein circadianer Rhythmus der regionalen cerebralen Perfusion bei wachen
Versuchstieren gezeigt werden. Die physiologische Bedeutung dieser Periodik ist
unklar. Wenn man die Ergebnisse auf andere Spezies überträgt und berücksichtigt,
dass die Ratte ihr Aktivitätsmaximum in der Nacht hat, wäre für tagaktive Spezies
einschl. des Menschen eine circadiane CBF-Periodik mit einem Maximum um die
Mittagszeit zu erwarten. Pathophysiologisch konnte - zumindest nach schwerem
Trauma - eine circadiane CBF-Periodik beim Menschen jedoch nicht gefunden
werden.
Ähnlich wie der CBF zeigt auch das Auftreten eines Schlaganfalls, unabhängig von
der Ätiologie (ischämisch/hämorrhagisch), eine ausgeprägte circadiane Periodik.
Demnach treten cerebrovaskuläre Insulte gehäuft in den Vormittagsstunden von 6:00
bis 12:00 Uhr auf während eine deutliche Minderung in der Zeit von Mitternacht bis
morgens um 6:00 Uhr zu beobachten ist (Lago et al. 1998). Ob diese Rhythmik durch
die hier beschriebene Periodik des CBF (mit)bestimmt wird, ist unklar. Auch andere
kardiovaskuläre Erkrankungen wie Myokardinfarkt und maligne Arrhythmie sind
durch ein circadianes Verteilungsmuster im Auftreten charakterisiert (Kono et al.
1996). Als mögliche Ursachen bzw. Einflussfaktoren für diese kardialen Ereignisse
werden unter anderem eine veränderte sympathische Aktivität, periodische
Schwankungen im systemischen Gerinnungssystem und auch Änderungen im
Blutdruck diskutiert (Andreotti et al. 1999). Einige dieser Faktoren könnten auch bei
der circadianen Häufung des Schlaganfalls eine Rolle spielen, wobei nach den hier
an SDR und TGR erhobenen Daten die tageszeitlichen Blutdruckänderungen
möglicherweise von untergeordneter Bedeutung sind.
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5. ZUSAMMENFASSUNG
Zielsetzung:
Eine circadiane Rhythmik vieler Kreislaufparameter ist bekannt. In vorliegender
Arbeit wurde untersucht, ob eine solche Rhythmik auch in der cerebralen Perfusion
besteht. Untersuchungen wurden an wachen Ratten sowie an Patienten mit Schädel-
Hirn-Trauma durchgeführt.
Methoden:
Der cerebrale Blutfluss (CBF) wurde bei wachen Ratten mittels Laser-Doppler-
Flowmetrie (LDF) kontinuierlich registriert. Es wurde eine Halterung entwickelt, mit
der die Glasfaser so auf dem Schädel befestigt werden kann, dass die
Bewegungsfreiheit der Tiere nicht eingeschränkt wird. In der Versuchsreihe 1 wurde
jeweils an zwei Ratten parallel gemessen. Zur Kontrolle wurde bei einem Tier jeweils
der Lichtweg versperrt. In der Versuchsreihe 2 wurde simultan mit zwei Fasern
gemessen, von denen eine das gesamte Signal über dem Gehirn und die zweite nur
das Artefaktsignal infolge Aktivität registrierte. Die Differenz beider Signale ergibt das
CBF-Signal. Über einen intraabdominalen Sensor wurden telemetrisch der
systolische und diastolische Blutdruck, die Herzfrequenz sowie die
Lokomotionsaktivität registriert. In der Versuchsreihe 2 wurden 8 normotensive
Sprague Dawley (SDR) und 7 transgen-hypertensive (mRen2)27 (TGR) Ratten mit
inverser Rhythmik des Blutdruckprofils untersucht.
Bei vier Patienten mit SHT wurde im Rahmen eines multimodalen Neuromonitorings
der CBF über eine Thermodiffusionsmessung registriert. Zusätzlich wurden der
arterielle Mitteldruck, der intracranielle Druck, der cerebrale Perfusionsdruck und die
Temperatur im Gehirn registriert.
Die Rhythmusanalyse erfolgte mit dem Programm WIN-ABPM-FIT, statistische
Vergleiche der Ergebnisse mit dem Student t-Test.
Ergebnisse:
Die Auswertung von LDF-Messungen mit offenem und geschlossenen Lichtweg
zeigen in allen Fällen eine circadiane Rhythmik. Dabei ist in dem gemessenen Signal
ein Artefakt beinhaltet, der durch die Aktivität der Tiere verursacht wird. Es konnte
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weiterhin gezeigt werden, dass dieser Artefakt auch nicht durch Weglassen aller
Messzeiträume mit Bewegungsaktivität des Tieres eliminiert werden kann.
Durch simultane Messung mit zwei Fasern in einem Tier (eine registriert das mit
einem Artefakt verfälschte CBF-Signal, die andere nur den Artefakt) kann durch
Differenzbildung der artefaktfreie CBF berechnet werden. In der Versuchsreihe 2
dauerten die Messungen im Mittel 3,8 (SDR) bzw. 4,5 (TGR) Tage. Die
Spektralanalyse ergab hochsignifikante Perioden für den CBF bei 22,2h (SDR) bzw.
24,3h (TGR).
Bei den SDR liegt die 24h-Acrophase des CBF (22:30Uhr, ± 3,7h; Mittelwert ± SD)
vor der der Herzfrequenz (0:42Uhr, ± 0,3h), der Aktivität (1:42Uhr, ± 0,3h) und des
Blutdrucks (diastolisch 2:24Uhr, ± 0,7h; systolisch 4:12Uhr, ± 0,7h). Bei den TGR
liegt die 24h-Acrophase des CBF (0:42Uhr, ± 1,0h) nach der der Herzfrequenz
(22:30Uhr, ± 1,5h) und vor der der Aktivität (2:42Uhr, ± 3,1h). Das Blutdruckprofil der
TGR ist invers (24h-Acrophase diastolisch 9:18Uhr, ± 2,7h; systolisch 9:42Uhr, ±
1,6h).
Die Messzeiten bei den vier Patienten betrugen 154, 39, 199 und 96 Stunden. Die
Ergebnisse der Analyse der Messungen an den einzelnen Patienten zeigt keinen
Anhalt für eine bestehende Rhythmik im CBF, auch nicht in den anderen
gemessenen Parametern.
Schlussfolgerungen:
Die vorliegenden Untersuchungen zeigen in Langzeitaufzeichnungen des CBF an
wachen Versuchstieren einen circadianen Rhythmus der cerebralen Perfusion. Diese
Periodik wird offensichtlich nicht vom Blutdruck und dem Aktivitätszustand der Tiere
vorgegeben, wie die unterschiedlichen Acrophasen zeigen. Dieser circadiane
Rhythmus des CBF lässt sich bei Patienten mit SHT nicht nachweisen. Die
physiologische Bedeutung der circadianen Rhythmik in der Regulation des CBF ist
derzeit noch unklar, ebenso wie deren möglicher Einfluss auf pathologische
Ereignisse wie etwa das tageszeitliche Profil im Auftreten von cerebrovaskulären
Insulten.
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